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Résumé 
Les opioïdes sont les analgésiques les plus puissants mais leur utilisation 
prolongée peut entraîner le développement d’une tolérance analgésique. La tolérance 
serait en partie associée à l’inhibition prolongée de l’adénosine monophosphate 
cyclique (AMPc) entraînant des changements compensatoires dans la voie de 
l’adénylate cyclase. Pour cette étude, nous avons eu recours à un biosenseur  basée 
sur la technologie de Bioluminescence Resonnance Energy Transfer (BRET) et qui 
fournit des mesures de l’AMPc en fonction du temps réel. Durant les 15 premières 
minutes de stimulation, la réponse de l’AMPc est bi-phasique. Cette progression de la 
réponse à l’AMPc n’est pas la même pour tous les ligands. Par exemple, la 
deltorphine II qui induit l’internalisation du récepteur opioïde delta (DOR) affiche une 
baisse de l’inhibition de l’AMPc. À l’inverse la morphine qui n’induit pas 
l’internalisation du DOR affiche une réponse stable à l’inhibition de l’AMPc. Ainsi le 
profil d’internalisation permet de prédire la progression de l’inhibition de l’AMPc à 
court terme (15 minutes). Nous avons aussi mesuré la réponse à l’AMPc durant 30, 
60 et 120 min, étant donné qu’un traitement chronique aux opioïdes induit une 
tolérance analgésique. Selon les résultats obtenus, le profil d’internalisation du DOR 
induits par les ligands ne permet pas d’expliquer l’inhibition persistante de l’AMPc.  
Mots-clés : Récepteur opioïde delta; signalisation; AMPc; internalisation; tolérance; 
ligands; désensibilisation. 
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Abstract 
Opioids are the most powerful analgesics but their prolonged use can cause 
the development of analgesic tolerance. The tolerance may be associated with the 
duration of response to cAMP. For this study, we used a biosensor based on 
Bioluminescence Resonnance Energy Transfer technology that provides 
measurements of cAMP levels as a function of real time. The aim of our study was to 
determine whether there is a correlation between the internalization profile of delta-
opioid receptor (DOR) when stimulated by different ligands, with respect to the 
duration of signaling in the short-term (≤15 min) and long term (120 min). This 
evolution of the duration of cAMP inhibition is biphasic and is explained in part by the 
efficiency of ligands to promote Gαi activation and by the profile of internalization for 
each of the different ligands used in this study. For example, deltorphin II which 
displayed high efficiency to promote Gαi activation and internalization shows a more 
pronounced decline in cAMP response, unlike morphine which displayed low 
efficiency to promote Gαi activation, and a poor sequestration, displaying a minimal 
response decay of inhibition of cAMP. However, ligand ability to promote 
internalization of DOR does not explain the kinetic profile of a persistent inhibition of 
cAMP over a longer period of 120 min.  
Keywords: Delta opioid receptor; signaling; internalization; tolerance; ligand; 
desensitization. 
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Introduction  
1. Problématique 
La douleur chronique est un problème très commun à travers la population 
américaine. Une compilation systématique des études épidémiologique publiées 
démontre que de 2 % à 40 % de la population adulte américaine souffre de douleur 
chronique (1). En plus d’être un problème majeur pour les américains, la douleur 
chronique peut être très coûteuse pour le gouvernement américain (2, 3). 
 
La douleur est définie par l’International Association for the Study of Pain 
(IASP) comme « une expérience subjective sensorielle et émotionnelle désagréable 
associée à une lésion tissulaire réelle ou potentielle ou décrite en terme d’un tel 
dommage » (4). La douleur chronique est définie par l’IASP comme « une douleur qui 
persiste au-delà du temps de guérison des tissus normaux, qui est supposé d’être 
trois mois » (4). 
 
Les opioïdes sont des médicaments qui exercent leur activité analgésique via 
leur interaction avec les récepteurs opioïdes. Les études épidémiologies indiquent 
que l’utilisation d’opioïdes, pour la douleur chronique non cancéreuse, a augmenté au 
cours des deux dernières décennies (5). En effet, une vaste étude américaine a établi 
que les prescriptions d’opioïdes pour les douleurs musculo-squelettiques chroniques 
a doublé de 8 % en 1980 à 16 % en 2001 (5). 
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Le recours aux analgésiques opioïdes constitue un traitement efficace pour 
soulager les douleurs sévères pour les gens souffrant d’un handicap, d’arthrite ou de 
douleur musculo-squelettique. Malheureusement, les opioïdes qui se révèlent 
efficaces comme analgésiques engendrent de nombreux effets secondaires tels que 
la constipation, la dépression respiratoire, ainsi que la dépendance psychologique et 
physique (6). En plus de ces symptômes indésirables, la tolérance qui consiste en 
une atténuation progressive des effets de la drogue s’acquiert rapidement lors d’une 
consommation régulière d’un opioïde, ce qui nécessite l’augmentation des doses 
utilisées afin de ressentir les effets analgésiques et d’éviter les symptômes de 
sevrage. 
 
Notre équipe de recherche, ainsi que bien d’autres chercheurs, tentent de 
comprendre et d’améliorer le profil thérapeutique des opioïdes. Afin de venir en aide à 
la population malade ou souffrant d’une douleur chronique, nous tentons de 
comprendre le mécanisme qui régule la durée de la réponse aux opioïdes. Dans ce 
contexte nous pourrions ainsi mieux comprendre le mécanisme de tolérance et 
développer des agents thérapeutiques ayant une activité analgésique durable.  
 
1.1 Circuit de la douleur 
 
 La douleur est classée en quatre catégories: la douleur nociceptive qui 
est causée par des  lésions des tissus périphériques, la douleur centrale qui est due à 
un traumatisme de la moelle épinière ou à un infarctus cérébral et la douleur 
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psychogène : elle existe en l’absence de lésion et qui est principalement causée par 
des problèmes psychologiques, émotionnels et comportementaux. Finalement, la 
douleur neuropathique qui est causée par une lésion ou un dysfonctionnement du 
système nerveux (la moelle épinière, les nerfs). Nous nous intéressons 
principalement à la douleur nociceptive. 
 
La nociception est un processus par lequel les stimuli thermiques, mécaniques 
ou chimiques sont détectés par des fibres nerveuses périphériques, appelés les 
nocicepteurs (7). Les corps cellulaires des nocicepteurs sont localisés dans les 
ganglions de la racine dorsale pour le corps et dans les ganglions de Gasser pour le 
visage. Les nocicepteurs ont tous deux prolongations : un axone périphérique et un 
axone central, qui respectivement l’organe cible et la moelle épinière. Les 
nocicepteurs sont excités lorsque l’intensité du stimulus atteint la valeur seuil, ce qui 
suggèrent qu’ils possèdent des propriétés biophysiques et moléculaires qui leur 
permettent de détecter et de réagir sélectivement à des stimuli potentiellement nocifs 
(7). Il existe deux grandes classes de nocicepteurs : les fibres Aδ et les fibres C. Les 
fibres Aδ sont myélinisées et de diamètres moyens. Elles interviennent dans la 
première douleur ressentie, ce qui signifie la douleur aiguë, rapide et localisée (7). 
Ces fibres myélinisées sont différentes des fibres Aβ qui sont de plus grands 
diamètres, de conduction rapide et répondent à un stimulus mécanique inoffensif 
comme un toucher léger (7). De leur côté, les fibres C sont non myélinisées et de 
petit diamètre. Elles véhiculent la douleur secondaire, lente et moins bien localisée 
(7). Ces fibres (Aδ, Aβ et les fibres C) afférentes primaires se projettent dans la corne 
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dorsale de la moelle épinière, qui est organisé en couches distinctes anatomiquement 
et électrophysiologiquement (7) (voir figure 1, page 5). Les neurones des laminas I et 
V (lamina I est une couche superficielle et la lamina V est une couche profonde dans 
la corne dorsale) permettent la liaison de la corne dorsale vers le cerveau. Ces 
neurones sont à l’origine de multiples voies ascendantes telles que les voies 
spinothalamique et spino-réticulo-thalamiques qui transmettent respectivement le 
message douloureux vers le thalamus et vers le tronc cérébral (7) (voir figure 2, page 
7). À partir du tronc cérébral et du thalamus, l’information atteint les régions 
corticales. L’impulsion électrique qui atteint le cortex somatosensoriel traite les 
aspects sensoriels de la douleur. Dans les régions limbiques, qui comprennent 
l’hypothalamus, le cortex médial préfrontal, l’hippocampe et l’amygdale, l’impulsion 
électrique agit sur l’émotion et le comportement lié aux sensations désagréable de la 
douleur. Finalement, le cortex pariétal traite les signaux douloureux  (7). 
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Figure 1. Connexions entre les fibres afférentes primaires et la moelle épinière. 
Il existe une organisation laminaire précise de la corne dorsale de la moelle épinière. Il s’agit 
d’un sous-ensemble de fibres afférentes primaires qui visent les neurones spinaux. Les fibres 
C peptidergiques (en rouge) et les nocicepteurs myélinisés Aδ (en violet) se projettent au 
lamina I. Les fibres C non peptidergiques (en bleu) ciblent les petits interneurones dans la 
lamina II. Les fibres Aβ se projettent sur les neurones PKCϒ (en jaune) exprimant les 
interneurones dans la moitié ventrale de la lamina II. Les fibres afférentes Aβ se projettent 
dans les lamelles profondes III, IV, V. Les fibres Aδ (en violet) se projettent également dans 
la corne dorsale profonde de la lamina V. Modifié à partir de : (7) 
 
La transmission du signal de la douleur est modulée au niveau des voies 
ascendante et descendante de la douleur par l’intermédiaire des interneurones 
présents principalement dans la corne dorsale bien que les neurones du cortex, du 
thalamus, du tronc cérébral incluant la substance grise périaqueducale, du noyau 
raphé et du locus coeruleus soient aussi impliqués. Les neurotransmetteurs impliqués 
dans ce contrôle sont la sérotonine, la norépinephrine et les opioïdes endogènes. 
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Ces neurotransmetteurs se lient à des récepteurs membranaires qui se retrouvent à 
la surface des neurones.  
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Figure 2. Anatomie des voies de la douleur. 
Les nocicepteurs afférents primaires transmettent les informations douloureuses aux 
neurones de projection dans la corne dorsale de la moelle épinière. Un sous-ensemble de 
ces neurones de projection transmet des informations au cortex somatosensoriel via le 
thalamus, fournissant des informations sur la localisation et l’intensité du stimulus 
douloureux. D’autres neurones de projection excitent les cortex cingulaire et insulaire via des 
connexions dans le tronc cérébral (noyau parabrachial) et l’amygdale, ce qui contribue à la 
composante affective de l’expérience de la douleur. Cette information ascendante est 
également transmise aux neurones de la médulla rostrale ventromédiane et à la substance 
grise périaqueducale afin d'engager des systèmes de rétroaction descendants qui régulent le 
signal à la moelle épinière. Modifié à partir de : (7)  
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1.2 Système opioïde 
 
Le système opioïde endogène est composé de peptides opioïdes et de 
récepteurs opioïdes. Ce système opioïde est impliqué dans la modulation de la 
douleur et régule d’autres fonctions physiologiques comme les réponses au stress, la 
respiration, le transit gastro-intestinal, ainsi que les fonctions endocriniennes et les 
fonctions immunitaires. 
1.2.1 Les peptides endogènes 
 
Les peptides opioïdes endogènes sont des molécules qui sont exprimées dans 
le système nerveux central, dans le système nerveux périphérique, dans la glande 
pituitaire et dans la glande surrénale (8-10). Ces peptides endogènes ont 
potentiellement un effet analgésique comparable aux alcaloïdes de l’opium tel que la 
morphine et l’héroïne. Les peptides opioïdes incluent les enképhalines, la dynorphine 
et l’endorphine. Ces peptides sont dérivés de trois précurseurs: la pro-enképhaline, la 
pro-dynorphine et la pro-opioimélanocortine. Tous ces peptides ont une séquence 
d’acides aminés identique à leur extrémité N-terminale, appelée le motif opioïde; Tyr-
Gly-Gly-Phe-(Met ou Leu) qui interagit avec les récepteurs opioïdes.  
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1.2.2 Descriptions structurales des récepteurs opioïdes 
 
Les récepteurs opioïdes appartiennent à la superfamille des récepteurs 
couplés aux protéines G (RCPG). Une sous-famille des RCPG comprends les 
récepteurs opioïdes mu (μ) (MOR), delta (δ) (DOR) et kappa (κ) (KOR) ainsi que le 
récepteur orphanine FQ / nociceptine (NOR) (11). Ce dernier récepteur et ses ligands 
endogènes présentent une forte homologie avec les récepteurs opioïdes et les 
peptides opioïdes. Toutefois, le récepteur orphanineFQ / nociceptine n’a aucune 
affinité pour les peptides opioïdes et le peptide orphanineFQ / nociceptine n’a aucune 
affinité pour les récepteurs opioïdes (11). Les quatre gènes codant pour ces 
récepteurs opioïdes ont une organisation génomique similaire, avec des jonctions 
intron-exon conservées. Les quatre gènes qui codent pour ces récepteurs sont: 
Oprm1 (μ), Oprd1 (δ), Orpk1 (κ)  et Oprl1 (orphanineFQ / nociceptine). Ces gènes ont 
été caractérisés à travers la famille des vertébrés. 
Du point de vue structural, les récepteurs opioïdes possèdent un domaine N-
terminal extracellulaire, sept domaines hélicoïdaux transmembranaires (TM1 à TM7) 
reliées par trois boucles intra-extracellulaires et d’une queue C-terminale 
intracellulaire pouvant former une quatrième boucle intracellulaire (voir figure 3, page 
11) (9, 12). Entre eux, les récepteurs opioïdes sont similaires, puisqu’ils présentent 
des séquences d’acides aminés homologues (65 % de similitude) aux niveaux des 
hélices transmembranaires et aux niveaux des domaines intracellulaire qui 
constituent le site de liaison des protéines G et des effecteurs (13). Les régions 
extracellulaires divergent entre les récepteurs puisqu’ils constituent le site de liaison 
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des ligands permettant de moduler la sélectivité et l’activation du récepteur (13). Tous 
les récepteurs opioïdes possèdent à l’extrémité N-terminale des sites de glycosylation 
de l’asparagine jouant un rôle dans la maturation du récepteur. La glycosylation a lieu 
à l’intérieur de la membrane du réticulum endoplasmique. L’étape de glycosylation 
correspond à l’ajout d’oligosaccharides sur un acide aminé l’asparagine 
extracellulaire (Asn-X-Ser/Thr). Cette étape est impliquée dans le contrôle de qualité 
du repliement du récepteur. Les trois types de récepteurs (DOR, MOR et KOR) 
possèdent deux résidus de cystéine (Cys-Cys) qui permet de relier la seconde boucle 
extracellulaire au domaine intracellulaire du TM3 (9, 14, 15). 
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Figure 3. Structure des récepteurs opioïdes. 
(À gauche); Le modèle de serpentin du récepteur opioïde. Chaque hélice transmembranaire 
est numérotée avec un chiffre romain. Les cercles blancs vides représentent des acides 
aminés non conservés entre le MOR, DOR, KOR, et NOR. Les cercles blancs avec une lettre 
représentent des acides aminés identiques entre les quatre récepteurs opioïdes. Les cercles 
violets représentent les acides aminés les plus conservés entre les quatre récepteurs. Les 
cercles jaunes représentent les deux résidus cystéine conservées dans les boucles 1 et 2 et 
représente la formation d'un pont disulfure. (À droite); L'agencement des sept hélices 
transmembranaires des récepteurs opioïdes vu du dessus (côté extracellulaire). Les sept 
hélices transmembranaires sont agencées séquentiellement de façon antihoraire. Chaque 
hélice transmembranaire est numérotée d’un chiffre romain comme dans la figure de gauche.  
Modifié à partir de : (9) 
 
1.2.3 Distribution des récepteurs opioïdes  
 
En 2009, l’équipe de Kieffer a déterminé la distribution des récepteurs opioïdes 
dans les corps cellulaires des neurones par autoradiographie des ligands et par 
hybridation in situ de l’ARNm (16), (voir figure 4, page 15).  Ils ont comparé la 
distribution des RO dans le cerveau de souris et de rats. Principalement, les RO sont 
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exprimés dans le système limbique, dans le cortex et dans le tronc cérébral (16). La 
distribution des récepteurs opioïdes est compatible avec leurs fonctions. Par 
exemple, la présence des récepteurs opioïdes dans le noyau accumbens et le cortex 
est compatible avec les effets de récompense des opioïdes. La localisation des 
récepteurs opioïdes dans l’hypothalamus reflète les actions neuroendocrines (17). La 
présence des récepteurs dans le mésencéphale et le bulbe rachidien reflète les effets 
des opioïdes sur la nociception, les systèmes cardiovasculaire et respiratoire (18, 19). 
Enfin la présence des récepteurs opioïdes au niveau de l’hippocampe contrôlent 
l’apprentissage et la mémoire. La distribution spécifique de chacun des récepteurs 
opioïdes mu, kappa et delta dans le cerveau sera abordée dans les prochaines 
sections (1.2.3.1; 1.2.3.2 et 1.2.3.3). Les récepteurs opioïdes ne sont pas seulement 
localisés dans le système nerveux central, mais aussi dans le système nerveux 
périphérique. Des études ont démontré la présence des récepteur opioïdes delta (20, 
21) et kappa (21, 22) dans le cœur de rats. Dans une situation de maladie cardiaque, 
les peptides opioïdes endogènes (β-endorphine, les enképhalines et la dynorphine) 
sont libérés dans les cellules myocardiques pour activer les récepteurs et protéger le 
myocarde (21, 23, 24). Ces effets cardio-protecteurs par les agonistes spécifiques 
aux RO ont été démontrés dans des modèles d'ischémie/reperfusion in vivo (21). Les 
récepteurs opioïdes sont aussi exprimés sur les terminaisons périphériques des nerfs 
sensoriels (25, 26), sur les fibres nerveuses dermique et épidermique, sur la pulpe 
dentaire et sur les fibres afférentes primaires chez l’Homme (27). Les peptides 
opioïdes sont également présents dans les cellules humaines sous-cutanées et 
synoviales, les mastocytes, les granulocytes, les lymphocytes et les macrophages 
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(28). Les peptides dominants sont la β-endorphine et la met-enképhaline (25, 29, 30), 
mais la dynorphine et les endomorphines ont également été détectées (26, 31, 32). 
La présence du système opioïde dans les cellules immunitaires démontre leur rôle 
dans la régulation de l’inflammation et de la douleur inflammatoire en périphérie. En 
effet, l’inflammation en périphérie favorise la synthèse des RO dans le ganglion de la 
racine dorsale et le transport axonal vers les terminaisons nerveuses (26, 33). Les 
médiateurs de l’inflammation; les cytokines, les catécholamines, les CRF 
(corticotrophin releasing factor) et les chimiokines modulent la libération des opioïdes. 
Le système opioïde est aussi retrouvé dans le système entérique. Des études sur des 
tissus de l’intestin humain ont démontré que l’activation des récepteurs opioïdes (δ, μ 
et κ) contribue à l’inhibition de la transmission synaptique au niveau du système 
nerveux entérique ce qui induit une diminution de l’activité musculaire intestinale 
causant de la constipation (34, 35). 
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Figure 4. Distribution anatomique des récepteurs opioïdes.  
Légende : Amb : noyau ambigu; AD : thalamus antérodorsal; AL : lobe antérieur; hypophyse; AON : 
noyau olfactif antérieur; Arc : noyau arqué; hypothalamus; BLA : noyau basolatéral; amygdale; BNST : 
noyau du lit de la strie terminale; CoA : noyau central amygdale; Cl : claustrum; CL : thalamus 
centrolatéral; CM : thalamus centromédial; CoA : noyau cortical amygdale; CPu : putamen caudé; 
CrbN : noyaux du cervelet; DMH : hypothalamus dorsomédial; DMR : raphé dorsal et médian; DTN : 
noyau tegmental dorsal; En : cortex endopiriforme; Ent : cortex entorhinal; FrCx : cortex frontal; G : 
noyau gélatineux, thalamus G/VP : globus pallidus/ pallidum ventral; HbL : habenula latérale; HbM : 
habenula médiale; HPC : hippocampe; IL : lobe intermédiaire, hypophyse; IP : noyau 
interpédonculaire; LC : locus coeruleus; LD : thalamus latérodorsal; LG : géniculé latéral, thalamus; 
LH : hypothalamus latéral; LRN : noyau réticulaire latéral; MD, thalamus médiodorsal; Me : éminence 
médiane; MEA : noyau médian, amygdale; MG : géniculé moyen; MM, noyau mamillaire moyen; MV, 
noyau vestibulaire médial; NAc : noyau accumbens; NL : lobe neuronal, hypophyse; NRGC : noyau 
réticulaire gigantocellulaire; NTS : noyau du tractus solitaire; OCx : cortex occipital; PAG : substance 
grise périaqueducale; PCx : cortex pariétal; Pir : cortex piriforme; PN : noyau pontin; PnR : pontin 
réticulaire; PO : thalamus postérieur; POA : aire préoptique; PPTg : noyau pédonculopontin; PrS : 
pr/subiculum; PV, thalamus paraventriculaire; PVN : hypothalamus paraventriculaire; RE : thalamus 
reuniens; RN : noyau rouge; RM : raphé magnus; SON : noyau supra-optique; SN : substancia nigra; 
SNT : noyau trijumeau sensoriel; STN : noyau trigéminal spinal; TCx : cortex temporal; Th : thalamus; 
Tu : tubercule olfactif; Tz : noyau du corps trapézoïde; VL : thalamus ventrolatéral; VM : thalamus 
ventromédial; VMH : hypothalamus ventromédial; VPL : thalamus ventropostérolatéral; VTA : aire 
tegmentale ventrale; ZI : zona incerta. Modifié à partir de : (16)  
1.2.3.1 Les récepteurs opioïdes Mu (MOR) 
Cervelet 
Détails du thalamus 
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Le MOR est principalement exprimé dans le système limbique (le thalamus, le 
mésencéphale et l’amygdale) et certaines zones du  tronc cérébral et de la moelle 
épinière (16). Le système limbique est à l’origine des émotions et il est responsable 
de l’action euphorisante des opioïdes. Il est doté d’un centre de récompense, de 
mémoire et de l’apprentissage. Des études ont démontré, chez la souris, qu’une 
déficience du récepteur opioïde mu réduit les comportements de l’anticipation 
alimentaire (16, 36) et diminue la motivation à manger (16, 37). Les comportements 
liés à la récompense pour les drogues non-opioïdes tels que les cannabinoïdes, 
l’héroïne et la nicotine sont aussi diminués chez les souris qui ont déficience du 
ROM. (16). Bref, la présence du MOR favorise l’initiation des comportements de 
récompense qui peut amener à l’abus.   
Les agonistes spécifiques aux ROM peuvent causer des dépressions 
respiratoires dans des situations de stress ou de surdoses d’opioïdes (21, 38, 39). 
Ces phénomènes sont dus à la présence d’une forte densité de MOR dans les zones 
cérébrales liées à la respiration (21, 40).  
 
1.2.3.2 Les récepteurs opioïdes Kappa (KOR) 
 
De leur côté, les KOR sont abondant dans le prosencéphale basal antérieur, 
incluant le claustrum, le tubercule olfactif, le striatum, le cortex piriforme et 
l’hypothalamus (16). Les agonistes sélectifs pour le KOR entraînent des effets 
dysphoriques, ce qui engendre des symptômes de tristesse, d’anxiété et 
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d’insatisfaction (41). Ces effets néfastes limitent leur utilisation dans le traitement de 
la douleur. 
  
1.2.3.3 Les récepteurs opioïdes Delta (DOR) 
 
En ce qui concerne les DOR, ils sont abondants dans le tractus olfactif, dans 
les cellules corticales et dans le striatum. Ils sont également présents, bien que moins 
abondant, dans la région de l’hypothalamus, le thalamus, le mésencéphale et le tronc 
cérébral (16). Les  ROD sont moins reliés aux réactions hédoniques.  Le DOR se 
différencie des MOR et KOR, le DOR régule les réponses émotionnelles et montrent 
une activité anxiolytique et antidépressive (21, 42, 43). Cette propriété antidépressive 
vient du fait que les agonistes du DOR augmentent le niveau d’expression de l’ARNm 
d’un facteur neurotrophique, le brain-derived neurotrophic factor (BDNF) (21, 44). En 
effet, le BDNF est impliquée dans le mécanisme d’actions des antidépresseurs) en 
favorisant une augmentation de la neurogenèse dans l’hippocampe (45, 46). Ces 
fonctions spécifiques des récepteurs opioïdes delta ont été confirmées par des études 
pharmacologiques et par l’inactivation du gène codant pour DOR chez les rongeurs. 
En ce qui concerne les effets secondaires, les agonistes du DOR produisent moins 
de dépressions respiratoires et de dépendance que les agonistes du MOR, mais il a 
été démontré dans des modèles animaux de douleur chronique et aiguë que les 
agonistes du DOR entraînent de la tolérance (47) (explication détaillée à la section 
1.6). 
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1.2.4 Comparaison des récepteurs opioïdes dans la régulation de la douleur 
 
Les souris déficientes en MOR ou KOR ou DOR présentent une sensibilité 
accrue à la douleur. Ceci indique que chacun de ces récepteurs activés par les 
peptides endogènes inhibent les réponses nociceptives qui sont à l’origine de la 
douleur (11). Le phénotype des souris mutantes d’un seul type de récepteur se 
différencie à travers les modèles de douleur. Par exemple, dans un modèle de 
douleur aiguë, le MOR module les nociceptions mécanique, chimique et thermique, 
alors que le KOR module la nociception thermique et la douleur viscérale (16). 
Toutefois, le DOR n’intervient pas dans la douleur aiguë. En revanche, il existe des 
preuves que le DOR joue un rôle dans la réduction d’hyperalgésie dans une situation 
de douleur inflammatoire (47) ou de douleur neuropathique (48). Ces données 
démontrent le rôle spécifique de chaque récepteur dans la régulation de la douleur. 
 
1.3 Les analgésiques opioïdes 
  
Les analgésiques exogènes agissent de la même façon que les peptides 
opioïdes endogènes pour atténuer la douleur. En effet, ces ligands exogènes 
modulent l’analgésie par la fermeture des canaux calciques voltage-dépendant pour 
empêcher la libération de neurotransmetteurs pré-synaptique et/ou induisent 
l’activation des canaux potassique entraînant l’hyperpolarisation des neurones post-
synaptique et une diminution de la transmission synaptique (49, 50). Les 
analgésiques couramment utilisées en clinique, comme la morphine, agissent sur le 
 
 
18 
 
MOR. L’activation du MOR par la morphine entraîne des effets indésirables tels que 
la constipation (51), la dépression respiratoire (52), la tolérance, la dépendance 
physique (53). De leur côté, les agonistes qui agissent sur DOR produisent moins 
d’effets néfastes, mais il a été démontré dans des modèles animaux de douleur 
chronique et aiguë qu’ils peuvent entraîner de la tolérance aux analgésiques (54, 55). 
Aussi, des études in vivo ont montrées que les agonistes de DOR peuvent être 
bénéfiques pour l’humeur puisqu’ils présentent des propriétés anxiolytiques et 
antidépressives. De plus, le DOR peut être bénéfique pour les maladies 
neurodégénératives comme la maladie de Parkinson, car la présence d’agoniste 
spécifiques à DOR compense la déplétion de la dopamine (21, 56). Aussi, il serait 
important de développer des agonistes sélectifs pour le DOR pour renforcer la 
neuroprotection chez les patients ayant subi un AVC, une ischémie cardiaque ou une 
encéphalopathie (21). Le DOR est donc une cible attrayante pour le traitement de 
nombreuses pathologies et pour le traitement de la douleur puisqu’il a des effets 
indésirables limités. C’est pourquoi nous avons choisi de cibler particulièrement les 
DOR lors de nos recherches.  
 
1.4 Signalisation des DOR et leurs effecteurs 
  
Les récepteurs opioïdes appartiennent à la superfamille des récepteurs 
couplés aux protéines G (RCPG) qui transmettent les signaux extracellulaires à 
travers la cellule en activant les protéines G hétérotrimérique. Les protéines G sont 
composées de trois sous-unités dont une des  23 isoformes de sous-unité α, une des 
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7 isoformes de la sous-unité β et une des 12 isoformes de la sous-unité γ (50). La 
sous-unité Gα comprend 4 sous-familles : Gαs, Gαi, Gαq et Gα12̸13. De leur côté, les 
sous-unités Gβ et Gγ forment un dimère irréversible. La sous-unité α et la sous-unité 
γ sont attachées à la membrane plasmique cellulaire où elles sont ancrées à un 
phospholipide. Le transfert d’information entre le récepteur activé par un ligand et son 
effecteur passe par un cycle d’activation et inactivation de la protéine G. À l’état 
inactif, la protéine Gα est occupée par la guanosine diphosphate (GDP) et la protéine 
Gαβγ forment un complexe se trouvant à proximité du récepteur (voir figure 5, page 
22). La liaison du ligand rapproche le complexe vers le récepteur. Cette activation du 
récepteur par un ligand engendre une diminution de l’affinité de la sous-unité α pour 
le GDP et favorise l’échange d’une molécule de GDP contre une guanosine tri-
phosphate (GTP) au niveau du site-actif de la sous-unité α. L’activité GTPasique 
intrinsèque favorise l’hydrolyse du GTP en GDP. Cette activation de la sous-unité α 
entraîne la dissociation du dimère Gβγ. Les protéines Gα et Gβγ se trouvent alors 
libre de stimuler leurs voies de signalisation respectives. Les protéines Gα et Gβγ 
modulent l’activité des effecteurs intracellulaires. Les effecteurs intracellulaires sont 
constitués d‘enzymes comme l’adénylate cyclase (AC), la phospholipase C (PLC) et 
les phosphodiestérases, de canaux ioniques comme les canaux calciques ̸ 
potassiques ou de transporteurs (ex : NHERF). Cette modulation des effecteurs 
stimule ou inhibe la production de seconds messagers dont le calcium (Ca+2), 
l’adénosine monophosphate cyclique (l’AMPc), l’inositol triphosphate (l’IP3), le diacyl-
glycérol (DAG) (57). 
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Figure 5. Cycle d’activation de la protéine G. 
(a)Sans la stimulation d’un agoniste, la protéine Gα est occupée par la guanine di-phosphate 
(GDP) et la protéine Gαβγ forment un complexe se trouvant à proximité du récepteur. (b) La 
stimulation du RCPG par un agoniste rapproche le complexe vers le récepteur. Cette 
activation du récepteur par un ligand engendre une diminution de l’affinité de la sous-unité α 
pour le GDP et favorise l’échange d’une molécule de GDP contre une guanine tri-phosphate 
(GTP) au niveau du site-actif de la sous-unité α. L’activité GTPasique intrinsèque favorise 
l’hydrolyse du GTP en GDP. 
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Plusieurs évènements de signalisation ont été identifiés. Tout d’abord, 
l’activation des récepteurs opioïdes par les opioïdes inhibent la voie cyclase via la 
sous-unité αi de la protéine G. Cette inhibition de l’AC diminue la synthèse de 
l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc). Une réduction de l’AMPc empêche 
l’activité du PKA et la phosphorylation des canaux sodiques dépendant du potentiel 
d’action, ce qui a pour conséquence de réduire l’excitabilité neuronale. Aussi, les 
opioïdes entraînent la fermeture des canaux calciques voltage-dépendant via la sous-
unité βγ de la  protéine G ce qui empêche l’exocytose des vésicules synaptiques 
contenant les neurotransmetteurs au niveau des neurones pré-synaptiques. 
Finalement, les opioïdes activent, par l’intermédiaire de la sous-unité βγ de la 
protéine G, les canaux potassiques à rectification entrante provoquant ainsi une 
hyperpolarisation membranaire au niveau des neurones post-synaptiques (voir figure 
6, page 24). L’activation des récepteurs opioïdes pré-synaptique ou post-synaptique 
par les opioïdes réduisent l’excitabilité neuronale en diminuant les décharges 
neuronales et la libération de neurotransmetteurs. Cette inhibition des circuits 
neuronaux explique l’effet analgésique des opioïdes. Ce mémoire  porte sur les DOR 
couplés aux protéines G et  l’accent est mis sur la voie de l’adénylate cyclase. 
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Figure 6. Régulation de l’activité du circuit de la douleur par les opioïdes au 
niveau des neurones pré-synaptique et post-synaptique.  
L’activation des récepteurs opioïdes delta au niveau des neurones pré-synaptique entraîne la 
fermeture des canaux calciques réduisant la libération des neurotransmetteurs et active les 
canaux potassiques causant une réduction de l’excitabilité neuronale au niveau des neurones 
post-synaptique. Modifié à partir de : (49) 
 
1.5 Voie de l’adénylate cyclase  
 
C’est en 1989 que l’équipe de Krupinski a cloné le gène de l’AC chez les 
mammifères. Il existe six grandes classes d’AC, mais seulement la classe III des 
opioïdes est présente chez les mammifères. La classe III des AC est composée de 
neuf isoformes AC (AC1-AC9) transmembranaires et d’un gène codant pour l’AC 
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soluble (58). D’un point de vue structurel, les AC transmembranaires partagent tous 
une structure commune : une région N-terminale intracellulaire, deux domaines 
catalytiques cytoplasmiques (C1 et C2) chacun évoquant un domaine 
transmembranaire de six hélices alpha (TM1 et TM2).  Les domaines C1 et C2 sont 
composés d’environ 230 acides aminés et forment le noyau catalytique.  
 
Malgré la diversité qui compose ces neuf isoformes,  les AC de la classe III 
possèdent un domaine catalytique bien conservé. Des analyses biochimiques ont 
démontré que la dimérisation de l’AC et, par conséquent, de leur domaine catalytique 
est nécessaire pour son activité (59). L’enzyme AC transmembranaire est régulée par 
les protéines G. Les clones d’AC sont tous stimulés par la protéine Gαs à l’exception 
de l’isoforme AC9 (60-62). Quant à l’inhibition, les Gαi réduisent l’activité de l’enzyme 
l’AC1, 3, 5 et 6 (61, 62). La protéine Gβγ active l’AC2, 4 et 7, mais inhibe l’AC1 (59, 
61, 62). La régulation de l’AC n’est pas strictement reliée aux protéines Gαβγ. En 
effet, l’AC peut également être régulée par la protéine kinase C (PKC) qui active 
l’AC2. La forskoline active tous les AC sauf l’AC9. Le calmoduline stimule l’AC1, 3 et 
8 et le calcium intracellulaire inhibe l’AC5 et 6. Enfin, la protéine kinase A, qui est 
activée par l’AMPc, peut aussi inhiber l’AC5 et l’AC6 par la phosphorylation (59, 61-
64). La concentration de l'AMPc est contrôlée par une balance entre sa synthèse et 
sa dégradation en 5'-AMP par une phosphodiestérase (PDE). Les isoformes de l’AC 
transmembranaires de la classe III sont largement réparties dans les régions du 
cerveau (62).  
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En ce qui concerne l’AC soluble, elle est sensible au bicarbonate et au 
calcium, mais insensible aux protéines G. Il s’agit de l’AC la plus ancienne au sein 
des mammifères, car sa séquence d’acide aminé se rapproche de celle des 
cyanobactéries (62). L’AC soluble est distribuée principalement dans les testicules.  
 
L’AMPc fut identifiée pour la première fois en 1957 par Earl Sutherland et ses 
collègues. Leurs travaux ont montré l’existence de l’AMPc et son rôle dans la 
libération du glucose lors d’une situation de stress (61). C’est ainsi qu’est né le 
concept du second messager, dont l’AMPc demeure un exemple classique. L’AC est 
l’enzyme qui catalyse la formation de l’AMPc à partir de l’ATP. Cette étape est initiée 
par la liaison d’hormone ou par la liaison de neurotransmetteurs à la surface du 
récepteur. L’AMPc est un intermédiaire essentiel dans plusieurs voies de 
transductions intracellulaires qui régulent les réactions cellulaires, comme lors de la 
croissance des cellules, de l’apoptose, dans le transport des ions,  de la transcription 
des gènes et mêmes de réactions inflammatoires (65-67). L’AMPc possède 
différentes cibles; la PKA, des protéines EPAC (protéines d’échange activées par 
l’AMPc) et un canal ionique modulé par les nucléotides cyclique CNG (cyclic 
nucleotid gated channel) (66). 
1.5.1 Les fonctions reliées à l’AMPc 
1.5.1.1 La protéine kinase A (PKA) 
L’AMPc possèdent différentes cibles dont la plus connue est la protéine kinase 
dépendante de l’AMPc (PKA). Dans sa forme inactive, cette holoenzyme se compose 
de deux sous-unités catalytiques (C) liant de façon non-covalente les deux sous-
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unités régulatrices (R) sur lesquelles se fixe l’AMPc. La fixation de l’AMPc aux sous-
unités R entraîne un changement de conformation libérant les sous-unités C. Les 
sous-unités C libres peuvent alors phosphoryler des résidus sérine des protéines 
cibles (68). La localisation subcellulaire du PKA est déterminée par sa liaison à 
l’AKAP (A kinase ankoring proteins) (69). Cette holoenzyme est importante pour 
diverses fonctions cellulaires comme la régulation du métabolisme du glycogène, 
l’activation de l’expression de certains gènes via l’activation du facteur de 
transcription CREB, la désensibilisation hétérologue des RCPG, la contraction 
cardiaque et la régulation du cycle cellulaire.  
1.5.1.2  EPAC 
L’AMPc peut aussi lier les protéines EPAC. Il existe deux isoformes d’EPAC 
(EPAC1 et EPAC2) (70). Les protéines EPAC sont des GEF (guanine nucleotide 
exchange factor) pour les petites protéines G nommées Rap. Les deux isoformes 
sont présentes dans la majorité des tissus. L’EPAC1 est très abondante dans les 
vaisseaux sanguins, les reins, les tissus adipeux, le système nerveux central, les 
ovaires et l’utérus, tandis que l’EPAC2 est principalement exprimée dans le système 
nerveux central, la glande surrénale et le pancréas. Les protéines EPAC sont 
impliquées dans de nombreux processus cellulaires tels que la sécrétion de l’insuline, 
la contraction cardiaque, la perméabilité vasculaire, la migration cellulaire, la 
libération des neurotransmetteurs et dans certains processus inflammatoires (71, 72). 
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1.5.1.3 Les canaux CNG (Cyclic nucleotide-gated) 
Les canaux CGN (canaux activés par un nucléotide cyclique) sont une cible 
importante de l’AMPc. Ces canaux ont été identifiés dans les photorécepteurs de la 
rétine et dans les neurones sensoriels olfactifs. Ils forment des complexes 
hétérotétramères et ont une structure similaire aux canaux K+ voltage-dépendants. Ils 
contribuent aux potentiels d’action membranaire et au niveau du calcium 
intracellulaire (73). 
 
1.6 Régulation du récepteur opioïde  
 
L’activation des récepteurs opioïdes par un ligand active un processus de 
signalisation qui entraîne la régulation de l’activité du récepteur. Cette régulation est 
une étape importante pour la cellule. Sans cette régulation «négative», la stimulation 
intracellulaire induite par les récepteurs opioïdes couplés aux protéines G pourrait 
engendrer des pathologies comme la perturbation du système immunitaire, des 
allergies, la migration métastatique des cellules cancéreuses, des maladies 
inflammatoires chroniques, etc. La régulation du récepteur opioïde est contrôlée par 
la désensibilisation du récepteur. La régulation de l’activité des RO consiste à 
contrôler la durée de signalisation de ces récepteurs et ainsi à empêcher une 
stimulation excessive. Il y a  deux types de désensibilisation chez les récepteur 
opioïde : la désensibilisation homologue et la désensibilisation hétérologue. La 
régulation du récepteur activé par un agoniste est dite homologue (74-76) (voir figure 
7, page 31), alors que la régulation du récepteur indépendante de son état 
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d’activation  est dite hétérologue (voir figure 8, page 32). Un mécanisme habituel pour 
la désensibilisation hétérologue est la régulation des récepteurs par la PKA 
dépendantes du second messager (ex : l’AMPc). Par exemple, les récepteurs 
β-adrénergiques qui sont stimulés par un agoniste utilisent la protéine Gαs pour 
activer l’AC et favorisent la synthèse de l’AMPc qui lui active la PKA. Ainsi, la PKA 
peut non seulement phosphoryler les récepteurs qui n’ont pas été activés 
préalablement par un agoniste, mais aussi les récepteurs qui ont été activés (voir 
figure 8, page 32). Dans le cas de la PKC des études in vitro ont démontré que cette 
protéine peut entraîner la désensibilisation hétérologue du MOR après une exposition 
à la morphine (77, 78). La désensibilisation homologue débute par la phosphorylation 
du récepteur opioïde par une kinase le GRK (G-protein receptor kinases). La 
phosphorylation du récepteur initie le recrutement de la β-arrestine vers le récepteur 
et le découplage fonctionnel de la protéine G hétérotrimérique du récepteur. Ensuite, 
la β-arrestine favorise la formation d’un complexe avec les protéines impliquées dans 
l’endocytose des récepteurs opioïdes. Après leur internalisation, les récepteurs sont 
dégradés par les lysosomes ou recyclés vers la membrane plasmique (voir figure 9, 
page 39). Ces différentes étapes seront expliquées plus en détails dans les 
prochaines sections). Dans cet ouvrage, l’accent sera mis sur le mécanisme de la 
désensibilisation homologue des DOR. 
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Figure 7. La désensibilisation homologue du récepteur opioïde delta. 
Le GRK reconnaît la forme active du récepteur opioïde. La phosphorylation des récepteurs 
opioïdes par le GRK est le mécanisme prédominant dans la désensibilisation homologue des 
récepteurs opioïdes. À l’inverse de la désensibilisation hétérologue (figure 8), la 
désensibilisation homologue du récepteur dépend que le récepteur opioïde soit en 
conformation active, c’est-à-dire stabilisé par un agoniste.  
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Figure 8. La désensibilisation hétérologue des récepteurs opioïdes delta. 
Après l’activation du récepteur (à gauche), la protéine G alpha stimulatrice (Gαs) stimule 
l’adénylate cyclase (AC) et augmente le niveau d’AMPc dans la cellule. La protéine Kinase A 
(PKA) activées par l’AMPc peut  phosphoryler le récepteur inactif (à droite). La  protéine Gβγ 
active la phospholipase C (PLC) qui à son tour active la protéine kinase C (PKC). Le PKC 
peut phosphoryler le récepteur inactif (à droite).La désensibilisation hétérologue ne dépend 
pas de la liaison de l’agoniste pour se produire. Ce type de désensibilisation peut se produire 
sur un récepteur inactif par l’activation de la PKA ou bien de la PKC. 
 
1.6.1 Phosphorylation du récepteur opioïde delta 
La première étape du processus de désensibilisation est la phosphorylation 
des résidus sérine et thréonine (Ser/Thr) de la boucle intracellulaire (IL-3) et de 
l’extrémité C-terminale du récepteur (voir figure 3, page 11). Il existe plusieurs types 
de kinases pouvant effectuer cette phosphorylation comme les PKA et PKC qui sont 
dépendantes des seconds messagers et les protéines kinases associées au RCPG 
comme le GRK  (74, 79).  
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1.6.1.1  La PKA 
La protéine kinase dépendante de l’AMPc ou la PKA est une kinase qui 
phosphoryle les résidus sérine/thréonine. Cette holoenzyme hétérotétramèrique est 
composée de deux domaines régulateurs et de deux domaines catalytiques. La 
liaison de l’AMPc aux sous-unités régulatrices  entraîne la dissociation de la sous-
unité catalytique qui permet la phosphorylation de ses substrats. La PKA permet la 
phosphorylation de diverses protéines et récepteurs. Cependant, la PKA n’est pas 
impliquée dans la régulation des récepteurs opioïdes. En effet, l’activation des 
récepteurs opioïdes par un opioïde induit une inhibition de la voie cyclase et, par 
conséquent, une inhibition de la production de l’AMPc intracellulaire. Toutefois, une 
exposition chronique à la morphine engendre une suractivation de la voie cyclase qui 
entraîne une augmentation de l’AMPc intracellulaire qui à son tour peut stimuler 
l’activité de la PKA. Ainsi, la PKA peut alors être impliquée dans la neuroadaptation 
cellulaire suite à un traitement prolongée aux opioïdes  (80). 
 
1.6.1.2  La PKC 
Des études récentes ont démontré que l’activation des récepteurs opioïdes 
induit l’activation d’une  enzyme transmembranaire la PLC (47). Cette enzyme assure 
l’hydrolyse du phosphatidylinositol-4,5-diphosphate (PIP2) en IP3 et en DAG. L'IP3 
stimule la libération du calcium intracellulaire tandis que le DAG est un activateur 
physiologique de la PKC (80). La PKC est une famille de kinase sérine/thréonine. La 
PKC est composée de douze isoformes faisant partie de trois sous-familles selon 
leurs structures primaires et la nature des cofacteurs c’est-à-dire s’ils sont activés par 
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le DAG et/ou par le Ca2+. Le groupe PKC conventionnel est constitué de PKCα, 
PKCβI, PKCβII et PKCγ et qui sont activés par le Ca2+ et par le DAG. Les nouveaux 
PKCn qui comprennent les isoformes (δ,ɛ,ɳ,ɵ) requiert seulement le DAG. 
Finalement, les isoformes atypique (PKCξ, PKMξ, et le PKCι/λ) sont activés par la 
phosphatidylsérine qui est un composant de la bicouche lipidique (80). Au niveau 
structural, la PKC est composée d’un domaine régulateur et d’un domaine 
catalytique. La phosphorylation des récepteurs opioïdes, de la protéine Gαi et de l’AC 
par la PKC est impliquée dans la désensibilisation, l’internalisation, la régulation 
négative des récepteurs opioïdes (RO) et ainsi que dans la super-activation de l’AC 
(80). La PKC n’est pas impliquée dans la désensibilisation homologue des 
récepteurs, mais plutôt dans la désensibilisation hétérologue des MOR (voir figure 8, 
page 32) (78). 
 
1.6.1.3  Les GRK 
Les GRK phosphorylent les récepteurs opioïdes activés par un agoniste. Ces 
kinases sont constituées d’un domaine central catalytique, d’un domaine C-terminal 
qui contribue à l’envoi de la kinase vers la membrane plasmique et d’un domaine N-
terminal qui est important dans la reconnaissance du substrat et qui contient un 
domaine homologue au domaine régulateur de la signalisation des protéines G 
(RGS) (74). La famille des GRK peut être subdivisée en trois sous-groupes en 
fonction de leur homologie de séquence :  1) GRK1 (rhodopsin kinase) (81) et GRK7 
(un nouveau candidat à cône opsine kinase) (82); 2) GRK2 (kinase du récepteur β-
adrénergique 1 : βARK1) (83) et GRK3 (kinase du récepteur β-adrénergique 2 : 
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βARK2) (84); et 3) GRK4 (60, 85), GRK5 (86) et GRK6 (87). Quant à leur distribution, 
GRK4 est exprimée dans le cerveau, dans les reins et dans les testicules, alors que 
le GRK1 est retrouvée dans le système visuel. GRK2-3-5-6 sont exprimées de 
manière ubiquitaire dans les tissus des mammifères. La majorité des RCPG sont 
régulées par les GRK2-3-5-6 (74). Des études in vivo ont démontré que le rôle des 
GRK au niveau de la régulation des récepteurs opioïdes se fait sur les récepteurs mu 
et delta (78, 80, 88, 89). Ces kinases participent à la désensibilisation homologue des 
récepteurs opioïdes (75, 76, 90). Comme mentionné précédemment, la 
désensibilisation homologue débute toujours par l’activation du DOR par un agoniste, 
ce qui provoque le recrutement de GRK au récepteur opioïde couplé aux protéines G. 
La GRK a pour rôle de phosphoryler les résidus sérine/thréonine situé à l’extrémité C-
terminale et dans la boucle intracellulaire du récepteur. Cette phosphorylation induit le 
recrutement de la β-arrestine au récepteur. La β-arrestine provoque un découplage 
des protéines G (expliqué en détail à la section 1.5.2) et l’arrêt de la signalisation 
intracellulaire (76) suivi de l’internalisation du récepteur opioïde. 
 
1.6.2 Découplage fonctionnel par la β-arrestine 
 
À ce jour, les différentes arrestines sont divisées en quatre familles. Les 
membres de la famille sont divisés en deux groupes selon leur homologie de 
séquence, de leur fonction et de leur distribution tissulaire: le premier groupe :  
l’arrestine visuelle des cellules en bâtonnet de l’oeil découverte par sa liaison à la 
rhodopsine (91, 92) et le cône arrestine (X-arrestine ou C-arrestine) (93, 94) et le 
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deuxième groupe :  les β-arrestines (β-arrestine 1 et β-arrestine 2 (95) impliquées 
dans la désensibilisation du récepteur β2-adrénergique et la grande majorité des 
récepteurs RCPG. Celle qui nous intéresse sont les β-arrestines, qui sont 
principalement localisées dans les tissus neuronaux. Selon Lefkowitz, les β-arrestines 
sont impliquées dans la désensibilisation homologue et dans l’internalisation des 
récepteurs opioïdes (voir figure 9, page 39) (96, 97). En fait, c’est la phosphorylation 
des récepteurs opioïdes qui rehausse l’affinité des β-arrestines pour le récepteur. La 
structure cristalline de l’arrestine indique que cette protéine est composée d’un 
domaine N-terminal (résidus 8-180) et d’un domaine C-terminal (résidus 188-362), 
dont chacun est composé de sept feuillets β (90, 98, 99). L’interaction initiale entre la 
β-arrestine et le récepteur met en jeu des résidus polaires dans la protéine. Le noyau 
polaire est perturbé lors de la liaison, ce qui permet à la β-arrestine de lier avec une 
forte affinité le récepteur phosphorylé. La β-arrestine par sa liaison provoque un 
encombrement stérique qui provoque le découplage fonctionnel des protéines G. 
 
1.6.3 L’internalisation des récepteurs opioïdes delta 
 
L’internalisation est un processus primordial dans la signalisation des 
récepteurs opioïdes. C’est un processus qui se produit quelques minutes après la 
stimulation du récepteur par un ligand. Suite à  l’internalisation, le récepteur sera 
libéré du ligand, déphosphorylé et redirigé vers la membrane plasmique pour un 
nouveau cycle de signalisation. Toutefois, certains récepteurs internalisés sont dirigés 
vers les lysosomes où ils seront dégradés, Le mécanisme d’internalisation le plus 
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utilisé pour les récepteurs opioïdes delta est la voie des clathrines dans laquelle la β-
arrestine est impliquée (voir figure 9, page 39) (90, 100).  
Pour amorcer l’internalisation, la β-arrestine se lie directement à la sous-unité β2-
adaptin de la protéine adaptatrice 2 (AP-2) et aux chaînes de la clathrine (74, 90, 
100, 101). Cette accumulation de chaîne lourde de clathrine forme une vésicule 
tapissée de clathrine qui encercle le récepteur. Après la formation d’une vésicule 
recouverte de clathrine, la dynamine, une large GTPase, favorise la scission des 
vésicules à la surface de la membrane plasmique, libérant ainsi la vésicule dans le 
cytoplasme. Cette vésicule est soit dirigée vers les endosomes pour être recyclée 
vers la membrane, soit dirigée vers le compartiment lysosomial où le récepteur sera 
dégradé (74). 
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Figure 9. Désensibilisation des récepteurs opioïdes delta. 
(a) L’activation des RCPG par un agoniste déclenche une cascade de signalisation cellulaire 
induite par les protéines G. (b) La désensibilisation homologue débute par la phosphorylation 
du domaine C-terminal du récepteur par une GRK et engendre le recrutement de la β-
arrestine cytoplasmique au niveau du récepteur avec en parallèle un découplage de la 
protéine G. (c) La β-arrestine favorise le recrutement des protéines impliquées dans 
l’endocytose du récepteur. Le récepteur internalisé est soit recyclé à la membrane plasmique 
ou soit dégradés dans les compartiments lysosomiaux. Modifié à partir de : (102)  
 
1.7 Tolérance analgésique 
  
Les opioïdes exercent leurs effets pharmacologiques sur des récepteurs 
opioïdes couplés aux protéines G. L’utilisation de ces analgésiques est utile et 
efficace pour le traitement de la douleur. Toutefois, leur effet thérapeutique est limité 
par le développement de la tolérance et de la dépendance physique lors d’un 
traitement prolongé. Fundytus et Coderre définissent la tolérance à l’analgésie 
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comme étant « une atténuation progressive des effets de l’analgésique ». Il est donc 
nécessaire pour l'usager d'augmenter les doses d’analgésique utilisé afin d’obtenir le 
même effet (103). Quant à la dépendance physique, ils la définissent comme étant 
« un état psychique, et parfois physique, résultant de l'interaction entre un organisme 
vivant et un produit, caractérisé par des réponses comportementales ou autres qui 
entraînent une compulsion à consommer le produit de façon régulière ou périodique 
afin de ressentir ses effets psychiques et, parfois, éviter l'inconfort de son absence 
(sevrage). C’est le besoin impératif d’absorber le médicament faute de quoi l’usager 
ressent un malaise physique important : angoisse, soif, agitation, tachycardie, 
diarrhée. La dépendance physique ne se voit qu'aux moments de l'arrêt des effets de 
la drogue (entre deux prises) ou au moment de l'arrêt total de la prise de la drogue 
(sevrage)» (103).  
 
La tolérance à l’analgésie implique des changements à différents niveaux 
d’organisation du système nerveux central. Tout d’abord, ces changements 
s’amorcent par des adaptations moléculaires et cellulaires qui se développent de 
façon progressive jusqu’à interférer avec la fonction normale de la perception de la 
douleur. La tolérance aux opioïdes s’installe par un traitement prolongé aux opioïdes 
et serait associée à la désensibilisation du récepteur (changement moléculaire) et à 
des changements adaptatifs au niveau cellulaire (changement cellulaire). 
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1.7.1 Mécanismes moléculaires de la tolérance  
 
Un mécanisme moléculaire à l’origine de la tolérance est la désensibilisation 
du récepteur opioïde qui se caractérise par la diminution de la réponse du récepteur 
suite à un traitement prolongé. Plusieurs indices indiquent qu’un agoniste qui induit 
l’endocytose du MOR permettrait de réduire le développement de la tolérance aux 
opioïdes (104, 105). Toutefois, les mécanismes qui sont responsables de la protection 
contre la tolérance aux opioïdes par l’endocytose du récepteur sont encore 
controversés. Une étude démontre que l’internalisation du MOR retarde le 
développement des adaptations à l'exposition prolongée aux opioïdes (105, 106). 
Whistler et ses collègues suggèrent que la morphine induit une forte tolérance et une 
absence d’internalisation du MOR. À l’inverse le DAMGO, la méthadone et l’étorphine 
induisent l’internalisation du MOR et produisent moins de tolérance (105, 107). Selon 
cette étude, les agonistes qui n’induisent pas l’internalisation du MOR continue de 
signaler de façon permanente et donc activent les processus d'adaptation (par 
exemple : la suractivation AC) conduisant à la tolérance et à la dépendance physique 
plus rapidement que les agonistes qui induisent l’internalisation. De plus, l’équipe de 
Whistler a aussi démontré que les souris exprimant un MOR capable d’être 
internalisé et recyclé en présence de morphine entraîne une tolérance à l’analgésie 
réduite comparée à des souris exprimant le MOR de type sauvage lorsque le 
récepteur est simulé par la morphine (78, 106, 108). Ainsi, l’équipe de Whistler 
suggèrent que l’endocytose du MOR est importante pour assurer la désensibilisation 
du récepteur et pour assurer le recyclage du MOR (106, 107). Donc, selon cette 
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théorie, la désensibilisation du MOR, l’internalisation et la resensibilisation permettent 
de réduire le développement de la tolérance. 
 
Une deuxième étude effectuée par Koch et ses collègues  propose qu’en 
présence d'un opioïde qui n’induit pas l’internalisation du MOR comme la morphine, 
la signalisation du récepteur est rapidement interrompue par la phosphorylation du 
récepteur et par la liaison de la β-arrestine. Le récepteur désensibilisé demeure 
inactif à la membrane plasmique, ce qui conduit à la diminution du signal 
intracellulaire et au développement de la tolérance. En revanche, en présence d’un 
opioïde induisant l’internalisation, comme le DAMGO, une série d’évènements 
s’amorce. Pour commencer, il y a la phosphorylation du MOR, suivi de la liaison de la 
β-arrestine et de l’internalisation du MOR. Finalement, il y a resensibilisation du MOR 
qui retourne à la membrane plasmique pour entamer un nouveau cycle de 
signalisation cellulaire. Ainsi, l’équipe de Koch propose que la désensibilisation du 
MOR, c’est-à-dire celle induite par la β-arrestine, suivie de la resensibilisation du 
récepteur constitue une étape importante contre le développement de la tolérance 
(104).  
 
En ce qui concerne les DOR, une étude in vivo réalisée par Pradhan et ses 
collègues a démontré qu’un agoniste (ex : ARM390) spécifique DOR et qui n’induit 
pas la séquestration du récepteur aura tendance à conserver l’efficacité analgésique 
(55) et entraînera moins de tolérance. En revanche, l’effet analgésique est aboli pour 
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un agoniste (ex : SNC-80) qui engendre une désensibilisation du DOR suite à 
l’internalisation du récepteur. (55).  
 
Enfin, la désensibilisation du récepteur, les différentes kinases, la β-arrestine, 
l’endocytose et le trafic post-endocytique, c’est-à-dire le recyclage et la dégradation, 
contribuent tous aux mécanismes moléculaires de la tolérance analgésique liés aux 
MOR et DOR.  
 
1.7.2 Mécanismes cellulaires de la tolérance 
 
La tolérance aux opioïdes qui se manifeste suite à un traitement chronique 
peut aussi être associée à des changements adaptatifs au niveau cellulaire qui 
s’oppose à l’effet induit lors de l’activation aiguë du récepteur par un agoniste. En 
effet, il a été démontré qu’une inhibition prolongée de la voie cyclase par la morphine 
entraîne des changements compensatoires dans la voie cyclase pour contrecarrer 
cette inhibition (80, 109). Au niveau cellulaire, ce phénomène compensatoire inclut 
une régulation positive de la voie de l’AC, une augmentation de l’activité de la  PKA et 
une augmentation du CREB (ceux-ci seront expliqués plus en détail ci-dessous). Ces 
mécanismes adaptatifs ont des répercussions sur l’excitabilité neuronale.    
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1.7.2.1 Activation de la voie de l'adénylate cyclase 
 
La régulation positive de l’AMPc a lieu dans des régions importantes du 
cerveau comme dans l’aire tegmentaire ventrale (80, 110), le noyau accumbens (80, 
111), le noyau raphé dorsal (80, 112), la substance grise périaqueducale (80, 113) et 
le locus coeruleus (114). Ces régions sont impliquées dans les syndromes de 
sevrage observés lors de l’arrêt de l’utilisation de drogues d’abus (80, 115). Le locus 
coeruleus (LC) est la structure cérébrale la plus étudiée. Il est le plus gros noyau 
adrénergique du tronc cérébral. C’est un lieu de projection d’afférences issues de 
nombreuses régions cérébrales, dont l’aire préoptique, l’hypothalamus postérieure et 
le réticulée mésencéphalique.  
 
Les mécanismes par lesquels l’exposition chronique aux opioïdes provoque 
une régulation positive de l’AMPc sont encore mal compris. Toutefois, il a été 
démontré qu’une exposition chronique aux opioïdes entraîne une hausse de l’activité 
des isoformes de l’AC (ACI, ACII, ACV et ACVIII) (80, 116). Des études récentes ont 
montré que cette augmentation de l’AC est due à une commutation de l’activation des 
protéines G inhibitrices (Gi) avec les protéines G stimulatrices Gs (80, 104, 117, 118) 
ou avec Gβγ (104, 119-121) (voir figure 10, page 40). La régulation positive de ces 
isoformes peut être effectuée par des kinases dépendantes du second messager 
(PKC, PKA et Ca+2/calmodulin-dependant protéin kinase II (CAMKII)). En effet un 
traitement chronique à la morphine augmente la phosphorylation de la protéine Gβ 
par la PKC (121). La phosphorylation de la protéine Gβ augmente l’interaction de la 
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protéine Gβγ aux adénylates cyclases II/VII, entraînant leur stimulation (121). De 
plus, la phosphorylation de Gβ réduit l’interaction de la protéine Gβγ avec la kinase 
associée au récepteur (GRK2/3), ce qui permet de libérer la protéine Gβγ lui 
permettant ainsi d’interagir avec l’AC (121). Globalement, ces mécanismes 
augmentent la stimulation positive de l’AC par les protéines Gs couplées aux MOR 
durant un traitement chronique aux opioïdes. De plus, lors d’un traitement prolongé à 
la morphine, la régulation positive de l’AC est aussi due au couplage du MOR à la 
protéine Gαs qui à son tour stimule l’AC (voir figure 10, page 47) (121, 122). 
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Figure 10. Un traitement chronique à la morphine initie une mosaïque 
d’adaptations en aval du récepteur opioïde.  
Ces adaptations cellulaires surviennent via la signalisation des protéines Gαs et des 
protéines Gβϒ. Les adaptations identifiées à ce jour sont la synthèse et la phosphorylation 
des isoformes de l’adénylate cyclase (AC) de type II/VII et la phosphorylation de la sous-unité 
de Gβ. 1) La régulation positive des isoformes AC II/VII est stimulée par Gβϒ. 2) 
L’augmentation de la phosphorylation de l’AC II/VII par le PKC augmente la stimulation par la 
protéine Gβϒ. 3) La phosphorylation de AC II et VII augmente également la stimulation par 
Gαs. 4) L’activité de la protéine Gαs est augmentée après un traitement chronique à la 
morphine, ce qui augmente la stimulation de l’AC couplé au MOR via la protéine Gαs. 5) PKA 
et PKC augmente la phosphorylation de GRK 2/3 et Gβ. Ainsi la phosphorylation de Gβ 
diminue l’association de Gβϒ avec GRK 2/3 augmentant ainsi la disponibilité de Gβϒ 
d’interagir avec l’AC. 6) Les changements mentionnés ci-dessus des enzymes effectrices et 
des molécules de signalisation induits par un traitement chronique à la morphine 
modifieraient la réactivité à d'autres neurotransmetteurs (non-opioïdes) qui signalent par 
Gαi/Gαo, GαS et AC, augmentant l’effet stimulateur de Gαs et Gβγ. Modifié à partir de : (122) 
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1.7.2.2 Augmentation de l’activité des protéines kinases  
 
Habituellement, l’activation des récepteurs opioïdes inhibe l’AC, alors il est peu 
probable que la PKA joue un rôle important dans le mécanisme de régulation à court-
terme, car la PKA est activée par l’AMPc. Toutefois, lors de la suractivation de l’AC, 
suite à un traitement chronique aux opioïdes, l’augmentation de l’AMPc initie 
l’activation de la PKA et cette dernière joue un rôle crucial dans le développement de 
la tolérance à l’analgésie et à la dépendance (103). Comme indiqué à la figure 11 
(page 50), la PKA activée phosphoryle les canaux sodiques dépendants du potentiel 
d’action et cela entraîne une augmentation de l’excitabilité neuronale dans le LC. Le 
LC est un noyau sous-cortical du cerveau et constitue une structure noradrénergique 
par excellence. Ce phénomène est à l’opposé de l’activation aiguë des DOR ou MOR 
par les opioïdes qui avait pour but de contrôler l’excitabilité neuronale. 
 
De son côté, la PKC est également activée lors d’un traitement chronique à la 
morphine (123). Des études in vivo ont démontré que la PKC joue un rôle dans le 
développement de la tolérance (124). En effet, une exposition chronique à la 
morphine augmente l’activité enzymatique de la PKC dans le cerveau du rat et dans 
les neurones de la racine dorsale du ganglion du rat (125, 126). De plus, l’équipe de 
Charkabarti a démontré que la PKC phosphoryle l’AC de type II et l’AC de type VII, ce 
qui entraîne la stimulation de l’AC par les protéines stimulatrices Gαs et Gβγ (80, 
120). Ce changement favorise la régulation positive de l’AC suite à une exposition 
prolongée à des opioïdes. 
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1.7.2.3 Augmentation de l’activité de CREB 
 
La suractivation de la voie cyclase entraine la phosphorylation de la protéine 
CREB, ce qui conduit à la translocation nucléaire de cette protéine. Cela permet 
l'induction de plusieurs gènes-clés, comme la synthèse du récepteur N-méthyle-D-
aspartate (NMDA) appartenant à la famille des canaux ioniques ligand-dépendant et 
la synthèse de l’AC VIII (127) (voir figure 11, page 50). CREB joue un rôle important 
dans la plasticité synaptique neuronale qui influence la mémoire et l’addiction (114). 
CREB est aussi impliquée dans la potentialisation à long terme (LTP) qui est définie 
comme une augmentation durable de  l'efficacité de la transmission synaptique 
généralement provoquée par haute fréquence de stimulation des neurones. L’équipe 
de Nestler a démontré que l’infusion d’oligonucléotide anti-sens de CREB dans le 
locus coeruleus atténue l’activité de l’AC VIII. Ceci a pour conséquence de réduire le 
développement de la tolérance et les comportements de sevrage (128). 
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Figure 11. Un traitement chronique à la morphine initie l’activation de la 
protéine kinase A (PKA). 
Une inhibition prolongée de la voie cyclase engendre une augmentation de l’adénylate 
cyclase (AC) L’augmentation de l’activité de l’AC augmente le taux d’AMPc intracellulaire, ce 
qui entraîne l’activation de la protéine kinase A (PKA) dépendante du second messager 
l’AMPc. La PKA phosphoryle à son tour les canaux sodiques, ce qui a pour effet d’augmenter 
l’excitabilité neuronale. L’augmentation de l’AMPc conduit à la phosphorylation du CREB et 
induit l’activation du récepteur NMDA et de l’adénylate cyclase VIII. 
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1.7.3 Régulation positive du récepteur NMDA 
 
La PKC et la PKA peuvent aussi être impliquée dans la phosphorylation du 
récepteur NMDA (80, 129). La phosphorylation du récepteur NMDA par ces protéines 
kinase permet de réguler l’activité des canaux ioniques perméables au calcium (130, 
131). Ces récepteurs sont exprimés au niveau des terminaisons centrales des fibres 
primaires afférentes et au niveau des neurones de la moelle épinière. Ils ont été 
associés à l’augmentation de la nociception dans les états de douleurs chroniques. 
Ces récepteurs activés par les PKA ou PKC, durant un traitement chronique peuvent 
favoriser la douleur et la tolérance anti-nociceptive au niveau pré-synaptique en 
favorisant la libération des neurotransmetteurs et/ou en potentialisant la transmission 
sensorielle postsynaptique (129). Une des mécanismes reliés à l’activation du 
récepteur NMDA est un influx de calcium, et d’autres cascades de signalisation (129). 
Une augmentation de calcium dans le cytoplasme favorise l’exocytose des vésicules 
synaptiques contenant les neurotransmetteurs au niveau des neurones pré-
synaptiques, ce qui a pour conséquence d’augmenter la douleur chronique et 
l’excitabilité neuronale. De plus, des études in vivo ont démontré que la présence de 
calcium induit l’activation de l’enzyme NO synthase qui synthétise NO. Le NO est 
impliqué dans la plasticité synaptique et joue un rôle important dans la relâche et la 
recapture des neurotransmetteurs. En effet, le NO favorise la libération du glutamate 
dans les neurones et cet acide aminé augmente l’activité du récepteur NMDA. Le 
glutamate contribue à l’augmentation de l’excitabilité neuronale et favorise les 
comportements associés à la dépendance aux opioïdes (80, 126). 
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1.8 Le paradoxe de la morphine 
 
Des études in vitro ont révélé des différences significatives dans 
l'internalisation des MOR pour diverses agonistes (132, 133). Les opioïdes 
endogènes ainsi que certains peptides synthétiques comme le DAMGO, la 
méthadone et l’étorphine favorisent l'endocytose rapide des MOR. À l’inverse, la 
morphine n’induit pas l’internalisation du MOR et cet opioïde est beaucoup moins 
efficace à induire la désensibilisation des récepteurs que les opioïdes à efficacité 
intrinsèque élevée tels que l’étorphine ou la méthadone (134-136). La morphine induit 
une tolérance chez l’animal et chez l’homme contrairement au peptide opioïde 
DAMGO. Pour expliquer ce paradoxe des publications ont confirmées que l'activité 
relative de certains opioïdes à induire l'endocytose des MOR semble être 
inversement proportionnelle à la capacité de ces drogues à induire de la tolérance 
aux opioïdes (105, 136). En fait, il a été démontré dans de nombreuses publications 
que les agonistes qui induisent l’internalisation du MOR joue un rôle important dans 
la réduction du développement de la tolérance aux opioïdes après un traitement 
chronique (14 heures) à la morphine (105-107, 136). En effet, comme indiqué à la 
figure 12 (page 55), les récepteurs internalisés peuvent être déphosphorylés et 
recyclés à la membrane plasmique ou être dégradés par les lysosomes. Cependant, 
la morphine est un opioïde qui n’induit pas l’internalisation du MOR et, par 
conséquent, la stimulation du récepteur par  la morphine ne peut pas induire le cycle 
de la resensibilisation des MOR. Par conséquent, la morphine continue de signaler 
de façon permanente à la surface cellulaire et cela engendre des adaptations 
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cellulaires (par exemple, la suractivation de la voie cyclase) ce qui aboutit à la 
tolérance. Bref, la suractivation de la voie cyclase est moins prononcée pour les 
agonistes qui induisent l’internalisation du récepteur (106). Ainsi, l’endocytose du 
MOR est un facteur déterminant de la tolérance à l’analgésie.  
 
La plupart des revues de la littérature dont celle de l’équipe de Finn et Whistler 
évalue la modulation de la production de l’AMPc pour un temps prolongé, puisque 
l’une des approches les plus directes pour évaluer la production de l’AMPc est de 
suivre cette conversion à partir de précurseurs radiomarqués (expliqué en détail à la 
section 1.10) (106).  Le développement du biosenseur EPAC basé sur la technologie 
de BRET (expliqué en détail à la section 1.9 et 1.10) fournit une façon de mesurer 
l’accumulation de l’AMPc dans les cellules en culture en fonction du temps réel. Il est 
alors intéressant d’étudier la relation qui existe entre le profil d’internalisation du MOR 
en présence de différents agonistes par rapport à leur durée d’inhibition de l’AMPc à 
court terme (15 minutes) et à long terme (30, 60 et 120 minutes).  
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Figure 12. Le paradoxe de la morphine et le développement de la tolérance à 
l’analgésie. 
A) Le DAMGO induit une désensibilisation et l’internalisation du MOR. Le développement de 
la tolérance est limité pour le DAMGO puisque le MOR est recyclé à la membrane plasmique. 
Événements peu probables de se produire sont indiqués en gris. B) La morphine est 
incapable d’induire l’internalisation du MOR et, par conséquent, la signalisation est 
maintenue. Cela engendre une suractivation de la voie cyclase et le développement de la 
tolérance. 
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1.9 Le transfert d’énergie par résonance 
 
L’étude des voies de signalisation biochimique et les interactions entre les 
protéines est importante pour comprendre les effets pharmacologiques des 
agonistes. Pour ce faire, plusieurs techniques ont été développées tels que le BRET 
et le FRET. Ces techniques de transfert d’énergie par résonance (RET) ont été 
largement utilisées pour étudier la biologie, la pharmacologie et surtout la 
signalisation des récepteurs couplés aux protéines G. Ces techniques sont 
particulièrement adaptées pour étudier la dynamique des interactions protéines-
protéines comme ce qui a été déterminé pour  les β-arrestines, les protéines Gαβγ et 
les récepteurs opioïdes (mu, delta et kappa). Ce sont également des outils 
intéressants pour mesurer la formation et l’accumulation de seconds messagers dans 
la cellule. Le transfert d'énergie par résonance de type Förster (FRET) réfère à la 
transmission d’énergie non-radiative (sans émission de lumière) d’un fluorophore 
donneur à un fluorophore accepteur, c’est-à-dire le spectre d’émission du donneur 
doit recouvrir le spectre d’émission de l’accepteur. L’efficacité du transfert d’énergie 
est dépendante de la distance entre les fluorophores donneurs et accepteurs.  
 
Dans cet ouvrage, nous avons utilisé la technique BRET. Le BRET 
(Bioluminescence Resonnance Energy Transfer) est aussi un essai de proximité qui 
est très similaire au FRET. Dans le BRET, ils existent deux protéines d’intérêt, un 
«donneur» soit la luciférase de la Renilla  (Rluc) et un «accepteur» soit une protéine 
fluorescente verte (GFP) ou jaune (YFP). La particularité du BRET est la nature du 
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donneur d’énergie. En effet, il s’agit d’une molécule luminescente, la coelenterazine, 
dont l’excitation est déclenchée par une enzyme, la Rluc. La coelenterazine excitée 
émet une lumière à une longueur d’onde de 440-480 nm et cette énergie sera 
absorbée par l’accepteur (GFP) ou (YFP), s’il se trouve à l’intérieur d’un rayon 
d’environ de 100 Å (ou 10 nm). L’accepteur va ensuite réémettre de la lumière à une 
longueur d’onde de 515-530 nm pour la GFP ou à 520-550 nm pour la YFP.  Le ratio 
entre la lumière émise par l’accepteur (GFP ou YFP) et la lumière émise par le 
donneur (Rluc) est appelé le «ratio BRET» et permet de comparer le transfert 
d’énergie d’une expérience à une autre (voir figure 13, page 58). 
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Figure 13. Principe de Bioluminescence Resonnance Energy Transfer (BRET). 
Ils existent deux protéines d’intérêt, la « protéine A» soit la luciférase de la Renilla  (Rluc) et 
la «protéine B» soit une protéine fluorescente verte (GFP). La particularité du BRET est la 
nature du donneur d’énergie; la coelenterazine, dont l’excitation est déclenchée par une 
enzyme, la Rluc. La coelenterazine excitée émet une lumière et cette énergie sera absorbée 
par la protéine B (GFP)  s’il se trouve à l’intérieur d’un rayon d’environ de 100 Å (ou 10 nm).  
Le ratio entre la lumière émise par l’accepteur (GFP) et la lumière émise par le donneur 
(Rluc) est appelé le «ratio BRET» et permet de comparer le transfert d’énergie.  
 
La différence entre les deux pics de lumière est plus importante en BRET 
qu’en FRET. En effet, en BRET, le donneur est une protéine bioluminescente qui 
émet de la lumière à une courte longueur d’onde, donc de forte énergie. Par ailleurs,  
le donneur en FRET est une protéine fluorescente qui émet une lumière de longueur 
d’onde élevée, donc de faible énergie. Ainsi, le BRET devient plus avantageux et 
précis, car il n’y a pas de chevauchement entre les longueurs d’onde du donneur et 
de l’accepteur ce qui fait que le signal est plus précis. D’autre part, la méthode BRET 
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ne requiert aucune excitation lumineuse externe ce qui évite les problèmes de 
photoblanchiment, de diffusion de la lumière vers l’accepteur et d’autofluorescence 
(137, 138). 
 
1.10 Le biosenseur EPAC basé sur la technologie de BRET. 
 
Durant plusieurs années, l’une des approches pharmacologiques la plus 
directe pour mesurer la production d’AMPc ou de contrôler l’inhibition de l’AMPc était 
d’utiliser des nucléotides (adénine) radioactifs. Le pré-marquage de l’adénine par un 
tritium (hydrogène-3) permet d’identifier l’AMPc accumulé dans la cellule. À partir de 
la chromatographie séquentielle sur une colonne Dowex/Alumine (139), le 3H-
adénosine monophosphate cyclique (3H-AMPc) sera séparé des autres dérivés 
d’adénine contenue dans la cellule intacte. Cette approche fournit une lecture directe 
de l’accumulation de l’3H-AMPc. Toutefois, cet essai qui permet de contrôler 
l’inhibition de l’AMPc nécessite l’accumulation du second messager (AMPc) pendant 
10 à 20 min et, par conséquent, durant cette période on ne peut pas distinguer la 
réponse réelle de la régulation rapide du récepteur après la stimulation du DOR. 
Actuellement, la plupart des études portant sur la signalisation de l’AMPc au niveau 
de la cellule reposent sur des biocapteurs ou des biosenseurs basés sur le transfert 
d’énergie de résonance (RET) comme le FRET et le BRET.  
 
Dans cet ouvrage, pour évaluer la durée d’inhibition de l’AMPc en fonction du 
temps, nous avons eu recours à un biosenseur EPAC. À l’origine ce biocapteur 
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d’AMPc était basé sur la technologie de FRET (140) (141). Il a ensuite été adapté en 
BRET (142). Au niveau structurel, le biosenseur est composé d’un donneur d’énergie 
Rluc et d’un accepteur d’énergie GFP. Le fonctionnement de ce biosenseur est basé 
sur la technologie BRET (voir section 1.9). Le biosenseur est formé avec EPAC,  une 
protéine qui change de conformation lors de la liaison de l’AMPc (141). Le principe 
derrière cette technologie est qu’en absence d’AMPc le complexe adopte une 
conformation fermée, ce qui augmente le ratio BRET, puisque la distance du transfert 
d’énergie entre le Rluc et le GFP est faible. À l’inverse, en présence d’AMPc, le 
biosenseur adopte une conformation ouverte ce qui réduit le ratio BRET, car la 
distance entre le donneur et l’accepteur est grande (voir figure 14, page 61). Ainsi, le 
biosenseur EPAC est idéal en tant que technique pour mesurer les fluctuations de 
l’AMPc en fonction du temps. Cette nouvelle technologie ne requiert pas de 
composés radioactifs; c’est une méthode peu coûteuse et efficace. De plus, les 
résultats générés sont précis, puisque, grâce au ratio BRET, le taux d’AMPc est 
détecté au fil du temps. De plus, ce biosenseur s’avère utile pour les études ciblant 
les récepteurs couplés aux protéines G stimulatrices ou inhibitrices. En effet, 
l’activation ou l’inhibition de l’AC est due à l’activation des protéines G, ce qui 
augmente ou diminue le niveau d’AMPc intracellulaire.  
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Figure 14. Le biosenseur EPAC basé sur la technologie de BRET. 
La protéine EPAC est un effecteur qui permet de détecter la modulation de la production 
d’AMPc induite par les opioïdes dans les cellules vivantes en fonction du temps. Cette 
protéine est exprimée de manière stable dans les cellules HEK 293 dans lesquels nous 
transfections le récepteur opioïde delta de façon transitoire. En absence d’AMPc, la distance 
entre le Rluc et GFP est petite, donc il y a un meilleur transfert d’énergie entre le donneur 
(Rluc) et l’accepteur (GFP), ce qui augmente le ratio BRET.  En absence d’AMPc, le ratio 
BRET diminue. Le ratio BRET c’est le ratio de GFP/Rluc. 
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Problématique et Objectifs 
Plusieurs revues de la littérature proposent que le profil d’endocytose des 
ligands du récepteurs opioïdes soit un indice de la capacité de ces ligands à 
promouvoir la tolérance. En effet l’absence de la séquestration du MOR (ex : la 
morphine) prolonge la durée de signalisation à la surface cellulaire ce qui mènerait au 
développement de la tolérance à l’analgésique (143). Cependant, la plupart de ces 
études évaluent l’inhibition de la production de l’AMPc pour un temps prolongé à 
partir de précurseurs radiomarqués. Par conséquent, il est impossible de distinguer la 
réponse réelle de la régulation du DOR. Pour comprendre d’avantage le rôle de 
l’endocytose en tant que déterminant de la durée de la réponse de l’AMPc, nous 
avons eu recours à un biosenseur EPAC qui fournit des mesures de l’AMPc en 
fonction du temps réel.  
Nos objectifs de travail sont : 
1. Évaluer l’inhibition de la production de l’AMPc par différents agonistes du 
récepteur opioïde delta au fil du temps (15 minutes). 
2. Déterminer si l’évolution temporelle de la réponse à l’AMPc au fil du temps est 
reliée à l’efficacité des agonistes du DOR à induire l’activation de la protéine G 
inhibitrice et à inhiber la voie cyclase.  
3. Déterminer si le profil d’endocytose permet de prédire la progression de 
l’inhibition de l’AMPc au fil du temps. 
4. Déterminer la relation qui existe entre le profil d’internalisation et l’inhibition 
persistante de l’AMPc pour une période de 30 et 60 et 120 minutes. 
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Abstract 
 
Traditional assays that monitor cAMP inhibition by opioid receptor ligands 
require second messenger accumulation over periods of 10-20 min. Since receptor 
regulation occurs within a similar time frame, such assays do not discriminate the 
actual signal from its modulation. Here we used bioluminescence resonance energy 
transfer (BRET) to monitor inhibition of cAMP production by delta opioid receptor 
(DOR) agonists in real time. cAMP inhibition elicited by different agonists over a 
period of 15 min was biphasic, with response build-up during the first 6-7 min, 
followed by a second phase of response decay or of no further increment. The rate at 
which the cAMP response disappeared was correlated with operational parameters 
describing ligand efficiency (log(Tau/KA)) to promote Gi activation, as well as with 
ligand ability to promote internalization during the time course of the assay. Thus, 
ligands which displayed low signaling efficiency and poor sequestration (SB 235863, 
morphine) had minimal or no response decay. On the other hand, decay rate was 
pronounced for deltorphin II, DPDPE, Met-enkephalin and SNC-80, which displayed 
high signaling efficiency and internalization. Moreover, inhibition of internalization by 
dynasore reduced or abolished response decay by internalizing ligands. Unlike acute 
responses, endocytic profiles were not predictive of whether an agonist would induce 
prolonged cAMP inhibition over sustained (30 -120 min) DOR stimulation. Taken 
together, the data indicate that ligand ability to evoke G protein activation or promote 
endocytosis were predictive of response duration over short but not sustained periods 
of cAMP inhibition.  
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Introduction 
 Opioid receptors belong to the subfamily of Gi/o-coupled receptors, and their 
stimulation results in canonical responses such as Kir3 channel activation, Cav2 
channel inhibition and reduction in cAMP production (49, 102, 144, 145). All of these 
responses are subject to regulation via a series of events that not only determine the 
duration of acute pharmacological responses, but may also contribute to the 
development of analgesic tolerance (50). The earliest of these regulatory steps is the 
recruitment of G protein-coupled receptor kinase (GRK) to the activated receptor. It 
starts at the same time and progresses within the same time frame (seconds) as G 
protein stimulation (146), achieving maximal phosphorylation of the receptor during 
the first two minutes of agonist binding (147). -arrestin (arr) is subsequently 
recruited with a half-life of approximately two minutes (148, 149) while internalization 
progresses at a much slower pace, with half-lives of 10-15  min in the case of DORs 
expressed in HEK cells (148, 150). 
Elegant studies assessing Kir3 activation by highly efficacious mu opioid 
receptor (MORs) agonists have shown that ligand-induced currents decay within a 
similar time frame as arr recruitment, and do so without intervention of receptor 
endocytosis (151, 152). Much less is known about the early time-course of cAMP 
inhibition by opioids and the way internalization regulates their initial cyclase 
response. Indeed, most of the assays that have been used to monitor inhibition of 
cAMP production require accumulation of the second messenger over 15-20 min 
periods and therefore cannot discriminate the actual response from its rapid 
regulation. The observation that counter-regulatory superactivation of the cyclase 
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pathway is less pronounced following sustained exposure to internalizing than non-
internalizing ligands has led to the notion that endocytosis actively limits cyclase 
inhibition (106, 153). However, these observations refer to regulation of sustained and 
not rapid responses.  
Here we have used bioluminescence resonance energy transfer (BRET) to 
monitor DOR modulation of cAMP production with a time resolution of seconds. We 
observed that acute cAMP inhibition by DOR ligands involved two phases, one of 
response build up that was completed within the first 340-450 sec (depending on the 
drug) of receptor stimulation, and another of response decay or of no further 
increment that went on for the rest of the experiment (15 min). Ligand ability to 
promote G protein activation was a good predictor of the decay rate of the acute 
cAMP response, although there were exceptions. Ligand ability to induce 
internalization also contributed to signal decay in acute responses, but the endocytic 
profile of an agonist did not allow us to predict whether it would induce sustained 
cAMP inhibition over prolonged exposure.  
  
 
 
63 
 
Materials and Methods  
 
Materials  
[D-Pen(2), D-Pen(5)]-enkephalin (DPDPE), morphine, forskolin, 3-isobutyl-1-
methylxanthine (IBMX), mouse anti-FLAG M1 antibody, anti-Flag M2 antibody, HRP 
substrate o-phenylenediamine dihydrochloride and dynasore were all purchased from 
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Peroxidase-conjugated (HRP) anti-mouse antibody 
was purchased from GE Healthcare. Deltorphin II and Met-enkephalin were 
purchased from AnaSpec (Freemont, CA). SNC-80 was from Tocris Cookson 
(Ellisville, MO). DeepBlue C Coelanterazine 400a (DBC) from Cedarlane (Burlington, 
Canada). Coelanterazine H from PerkinElmer (Waltham, MA). Polyethylenimine (PEI) 
was from Polyscience (Warrington, PA). Lipofectamine and Anti Mouse Alexa488 
antibody were from Life Technologies (Grand Island NY). Mcp-Tic-Phe-Phe-OH 
(Mcp=4-(methyl-carboxamido) phenylalanine; Tic=1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-3-
carboxylic acid]) was synthesized by Dr. P.W. Schiller (Université de Montréal, QC, 
Canada), and SB 235863 was a generous gift from Dr. L Gendron (54) (University of 
Sherbrooke, QC). 
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DNA constructs 
Plasmids encoding YFP fused at the N terminus of human G2 were obtained 
by subcloning the human G2 coding sequence into YFP vectors (154). The 
recombinant plasmid encoding for human Gαi1-Luc91 was prepared using a flexible 
linker to insert the coding sequence of humanized Renilla luciferase 
(RLuc; PerkinElmer Life Sciences) into that of human Gαi1 between residues Leu91 
and Lys92 (155). The GFP10-Epac-Rluc BRET2-cAMP biosensor was constructed in 
three steps as described by (Leduc et al., 2009). First, GFP10, the linker GSAGT-
(Acc65I/HindIII)-KLPAT, and Rluc were inserted in pcDNA3.1/Zeo (Invitrogen) (156). 
Part of human Epac1 (residues 144–881) was then amplified by PCR, digested by 
Acc65I-HindIII, and inserted using the same restriction sites between GFP10-GSAGT 
and KLPAT-Rluc3 in pCDNA3.1/Zeo. Finally, the substitutions T781A and F782A 
were introduced by PCR to remove the Rap1-binding site of Epac1. Murine DORs 
tagged with the Flag epitope at the N terminus were a generous gift from Dr. M. von 
Zastrow (University of California at San Francisco, San Francisco, CA)  
 
Cell culture and transfection 
Human embryonic kidney (HEK) cells stably expressing murine Flag-DORs 
were produced using lipofectamine (invitrogen) to transfect 6 µg of DNA/100 mm Petri 
dish followed by selection with G418 (500 μg/ml) as previously described (148). For 
BRET-based cAMP assays stable cell lines expressing the GFP10-EPAC-RlucII 
construct were prepared as previously described (148). For cAMP assays these cells 
were seeded at a density of 3, 5 × 106 cells in 100 mm Petri dishes, cultured for 24h, 
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and transiently transfected with 10µg Flag-DOR using PEI as indicated by the 
manufacturer. In experiments in which mutant arr1 (318-419) was used, the 
minigene or its corresponding vector (pcDNA3) were used at a concentration of 12 
µg/petri dish. 24h after transfection, cells were transferred (100 000-150 000 
cells/well) onto 96-well plates coated with poly (D-lysine) and left at 37°C for 
additional 24h. For BRET assays assessing G protein activation cells were 
transfected with: Gβ1 (4μg), Flag-DOR (5μg), YFP-Gγ2 (8μg), and Gαi1-Luc91 (1μg) 
(values for 100 mm Petri dish) and used 48 hrs post-transfection. Cells were grown 
and maintained in Dulbecco’s modified Eagles’s medium supplemented 10 % fetal 
bovine serum, 2mM L-glutamine, 100 unit/ml penicillin-streptomycin, at 37ºC in 
humidified atmosphere at 95% air and 5% CO2 (148). 
 
Evaluation of DOR internalisation in HEK cells  
Measurement of surface-expressed receptors and quantification of receptor 
internalization was done using an ELISA-based method adapted from a previously 
published protocol (150). Briefly, HEK cells stably expressing Flag-DOR were seeded 
at a density of 2.5 x 105 cells/well and grown on 24-well poly(D-lysine)-coated plates 
for 48h. Two types of ELISA assays were carried out: an assay in which cells were 
treated with a fixed concentration of agonist for 15 min (10μM) and dose response 
curves in which cells were exposed to increasing concentration of selected agonists 
(100nM - 100µM) for 30min. At the end of either assay internalization was stopped by 
addition of cold PBS. After two washes, cells were fixed in paraformaldehyde (PFA) 
(3%, 15min, 4°) and nonspecific binding was blocked by incubation with PBS/BSA 
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1%/CaCl2 1mM at room temperature for 30min. Cells were subsequently incubated 
with anti-FLAG M1 antibody (1:1000) for 1h (RT), washed three times, and incubated 
with peroxidase-conjugated (HRP) anti-mouse antibody (1:8000) for 30 min. After 
extensive washing, HRP substrate o-phenylenediamine dihydrochloride (200µl) was 
added to each well. The reaction was allowed to proceed for 8 min and stopped using 
50μl of 3N HCl. 200µl of the mix was then transferred to a 96-well plate for optical 
density (OD) evaluation at 492mm. Experiments in which dynamin function was 
blocked were similarly performed, except that dynasore (80μM) or vehicle (0.8% 
DMSO) were introduced into the medium 30 min before exposure to agonist. The 
amount of surface receptors that were internalized following agonist treatment was 
calculated by subtracting OD obtained in the presence of agonist from the one 
obtained in its absence. Results were expressed as percentage of receptor initially 
present at the membrane according to the following calculation: 100 × 
(ODBasal−ODStimulated)/(ODBasal), where ODBasal and ODStimulated correspond to the signal 
obtained in absence or presence of agonist respectively (148).  
 
Monitoring cAMP inhibition by means of a BRET-based biosensor  
Kinetic experiments.- Cells were incubated at 37°C with DMEM/HEPES (20 
mM) for 15 minutes after which they were washed with PBS and kept in Tyrode’s 
solution.  Deep BlueC coelenterazine was added to a final concentration of 5μM and 
9 min after its introduction cells were treated with 10μM forskolin plus10μM of 
selected ligands or vehicle. BRET2 measures were taken at 20 second intervals for a 
period of 15min immediately after introduction of DOR ligands. Readings were taken 
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at 37°C with a Victor 3 plate reader from PerkinElmer Life Sciences (Waltham, MA), 
which allows the sequential integration of signals detected in the 440-480-nm (RLuc 
emission), 520-550nm (YFP emission; BRET1) and 515-530nm (GFP emission; 
BRET2) windows. BRET2 readings were expressed as the ratio of light emitted by 
GFP (515-530 nm) over the light emitted by Rluc (440-480 nm). When dynasore was 
used, cells were kept in the incubator and exposed to DMEM/HEPES (20mM) + 
dynasore (80μM) for 30 min before adding DBC and completing the kinetic assay as 
above. 
Sustained cAMP responses.-  Cells were kept in the incubator where they were 
exposed to Tyrode’s solution containing forskolin (10μM) and IBMX (250μM) for a 
period of 120. During this period selected agonists (10μM) were added to the medium 
at various time points (120min, 60min, 30min and 0min) before taking BRET2 
measures. 
Dose-response curves.- Cells were incubated with DMEM/HEPES (20 mM) 
and then transferred to Tyrode solution as above, before introduction of DBC to a final 
concentration of 5 µM. Five min after DBC, forskolin and IBMX were introduced into 
the medium to respective final concentrations of 20μM and 750μM, and four minutes 
after that cells were exposed to increasing concentrations of different DOR agonists. 
BRET readings were taken 5 minutes after agonist addition.    
 
Monitoring G protein activation by means of a BRET-based biosensor  
The effect of agonists on DOR-G-protein interaction was assessed using a 
methodology that we had previously developed and validated for detection of ligand-
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induced conformational changes within DOR-G-protein complexes (145, 148, 154, 
155, 157) .  Two days after transfection, HEK293 cells expressing the Gαi1-
Luc91/YFP-Gγ2 BRET pair plus accessory subunits and DORs  were washed with 
PBS and distributed into 96-well plates at a concentration of 1–2 mg/ml. Cells were 
then incubated for 3 minutes with coelanterazine H (1µg/ml) before the addition of 
different ligands at increasing concentrations. BRET1 readings were taken 2 min after 
ligand introduction and BRET ratios were corrected (net BRET) by subtracting the 
background signal detected when the Rluc-tagged construct was expressed without 
acceptor (145). 
 
Immunofluorescence and Confocal Microscopy 
HEK cells stably expressing Flag-DOR were seeded on poly(D-lysine) coated 
coverslips and grown as described above. Surface Flag-DORs were labelled with 
mouse antiFlag M2 antibody (1:100, 30 min, 37oC). Cells were then stimulated with 
agonist (10µM) for increasing time periods, following which they were washed with 
PBS, fixed with PFA (3%, 20min, RT) and permeabilized with 0.1% Triton X-100 
(20min). Cells were then washed in PBS-1% BSA and incubated with anti-mouse 
antibody Alexa 488 (1:1000) for 1h. At the end of incubation, cells were extensively 
washed and coverslips were mounted onto slides using mounting medium. 
Immunofluorescence microscopy was performed using a Leica LSM510 microscope. 
Images were analyzed using LSM Image Browser software (Leica, Wetzlar, 
Germany). 
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Curve fitting 
Concentration response curves describing G protein activation, modulation of 
cAMP production and DOR internalization were obtained for seven different agonists. 
Curves were analyzed with the operational model of agonism to obtain efficacy (tau) 
and functional affinity (KA) values that were then used to calculate log(Tau/KA) 
transduction coefficients which describe drug efficiency to produce a response (158). 
Curve fitting was done with Graphpad5 using the equation: y = basal + (Emax-
basal)/1 + [(10logKA + x)/(10logtau + x)]n,  where basal corresponds to the response 
observed in the absence of agonist; Emax is the maximal response of the system; KA 
denotes agonist affinity for the receptor state(s) mediating the response; tau 
describes agonist efficacy; x corresponds to the logarithm of molar concentration of 
agonist and n is the slope of the function which links occupancy to response. DPDPE 
was used as the standard since it was the only ligand that behaved as full agonist in 
all three assays. KA and tau values for the standard as well as system parameters (n 
and Emax) were estimated in depletion assays that were carried out by generating 
DPDPE dose response curves in cells that expressed progressively lower amounts of 
receptors (Prism5 operational model: “receptor depletion” mode). The only constraint 
imposed for curve fitting was that n and Emax be shared by all curves, obtaining the 
following estimates: i) for G protein activation n=0.4 and Emax= -115; ii) for cAMP 
assays n=0.34 and Emax=121 and iii) for internalization assays n=0.5 and 
Emax=125. These values were then used as system parameters to simultaneously fit 
curves for all ligands using the “partial agonist” mode in Graphpad 5. Pooled standard 
error values were calculated as (159) : pooled SE = (S.E.1)
2 + (S.E.2)
2. 
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Results  
  
Monitoring real time inhibition of cAMP production by DOR agonists.  
Monitoring inhibition of cAMP production by opioid receptor ligands has 
typically relied on methods that require extended periods of receptor activation for 
second messenger levels to accumulate to detectable levels. Because of this 
restriction, it has not been possible to fully separate the cAMP signaling response 
from regulatory adaptations that take place within the time frame of the assay. The 
development of genetically encoded RET biosensors offer a solution to this limitation 
by providing real time measures of second messenger level (160). Here we assessed 
acute (15min) and prolonged (30min-2hr) modulation of cAMP production by different 
DOR agonists, by using a previously validated BRET-based biosensor (148, 161) 
which undergoes conformational changes upon cAMP binding (141, 162). In 
particular, cAMP binding draws apart the C and N-terminal ends of the biosensor, 
separating respective donor (RLuc) and acceptor (GFP10) moieties of the BRET pair, 
such that increases in cAMP production were captured as a decrease in basal energy 
transfer. In HEK cells co-expressing the biosensor and DORs, the basal net BRET 
signal was 0.30 ± 0.01, and exposure to forskolin (10µM) reduced energy transfer by 
32 ± 1%, reaching steady state levels with a half-life of 2.5 ± 0.2 min (n=10; Figure 
1A). The amount of cAMP produced by forskolin over the first 15 min of its application 
was estimated by calculating the area between the curve and the x-axis, yielding a 
value of 69 ± 4, measured in arbitrary units. Addition of maximal effective 
concentrations (10µM) of different DOR agonists reduced the rate and/or steady state 
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production of cAMP (Figure 1A; Table 1). The ability to modify forskolin-induced 
cAMP production at steady state allowed to define three distinct groups of drugs: (i) 
Met-Enkephalin and DPDPE which after 15 min had reached control levels of cAMP 
production; (ii) morphine, SNC-80 and deltorphin II whose response was stabilized at 
intermediate cAMP levels and (iii) SB 235863 and mcpTIPP whose presence resulted 
in the greatest inhibition of second messenger levels (Table 1). Interestingly, if the 
same kinetic experiment was completed in the presence of IBMX (750 µM), 
differences among ligands disappeared with kinetic responses by different ligands 
collapsing to a curve similar to the one produced by mcpTIPP in figure 1A (not 
shown). 
 Parameters given in table 1 represent the combined kinetics of agonist and 
forskolin effects. To estimate inhibition of cAMP production by each of the ligands we 
calculated the areas comprised between the kinetic curve generated by forskolin and 
curves produced in presence of forskolin plus each ligand. SB 235863 produced the 
largest inhibition, defined by an area of 29 ± 3 arbitrary units (n=7). Relative areas for 
each of the other agonists are shown in Figure 1B. In addition, in order to obtain a 
better idea of how the cAMP response progressed over time, we divided each of the 
corresponding areas into eight consecutive intervals of 112 seconds duration, and 
estimated ligand-induced cAMP inhibition within of each of these intervals. Data 
obtained from these calculations are shown in figure 1C, where it is possible to 
observe that cAMP inhibition by DPDPE, met-enkephalin, deltorphin II, SNC-80 and 
morphine increased to its maximum within the first 336 seconds, to then decline for 
the remainder of the experiment. The two remaining ligands that were tested, 
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mcpTIPP and SB 235863, attained maximum cAMP inhibition 112 sec later than the 
rest, and their response did not significantly decline from this point on. Rates of 
increase and decrease of ligand-induced cAMP responses were calculated from the 
slopes of the graphs in figure 1C, and appear in Table 2. The rate at which cAMP 
responses increased over time indicated that second messenger inhibition by 
deltorphin II and SB 235863 reached their maximum faster than most of the other 
ligands (Table 2). Decay slopes also allowed to identify different groups of agonist. 
Thus SB 235863 and mcpTIPP response did not significantly decay over time, 
DPDPE and Met-enkephalin showed the fastest decay rates, while that of deltorphin 
II, SNC-80 and morphine were intermediate among the other two groups. 
 
Signaling efficacy as a determinant of time course of cAMP inhibition by DOR 
agonists.  
Given the distinct time course of acute cAMP responses, it was of interest to 
characterize factors contributing to these differences. Thus, in a first series of 
experiments we examined whether increasing and decreasing rates of cAMP 
inhibition were related to agonist ability to signal. Ligand signaling efficacy was 
assessed at two consecutive levels of the cAMP pathway; namely G protein activation 
and inhibition of cAMP production. Activation of the G protein was also assessed by 
means of a BRET-based biosensor (154), which we had previously shown to attain 
steady state readings within the first two minutes of drug exposure (145, 148). 
Consistent with previous observations, the Gi-Luc91/YFP-G2 biosensor produced a 
basal net BRET signal (0.395 ± 0.011) that was reduced following DOR activation by 
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agonist (155). DPDPE, which was used as the standard, reduced this value by 13 ± 1 
% (n=6) and dose response curves for all agonists were normalized to this maximum 
(Figure 2A). Corresponding operational parameters of efficacy (Tau), functional 
affinity (KA) and transduction coefficients log(Tau/KA) (163, 164) are given in table 3. 
Rank order of transduction coefficients describing ligand efficiency to activate the G 
protein were as follows: deltorphin II = DPDPE = met-ENK ≥ mcpTIPP = SNC-80 ≥ 
SB 235863 = morphine (Table 3). Interestingly, the magnitude of transduction 
coefficients for Gi1 activation was directly correlated with the rate of decay of the 
cAMP response (inset figure 2A). No correlation was observed between transduction 
coefficients and initial rate of increase in cAMP inhibition (r2=0.0030; p=0.9064). 
In a second series of experiments we compared cyclase modulation by DOR 
agonists. Given that the presence of IBMX erased kinetic differences among ligands, 
the use of the phosphodiesterase inhibitor was seen as an advantage so as to avoid 
kinetic confounders during the completion of concentration response curves. For this 
reason curves were obtained in cells that were exposed to forskolin (10 µM) and 
IBMX (750 µM) four min before introducing increasing concentration of the different 
agonists. BRET measures were taken six minutes after initial drug exposure, 
corresponding to the point in time at which agonists had attained maximal response 
(figure 1B). The net BRET signal that resulted from cAMP accumulation in presence 
of forskolin and IBMX was of 0.154 ± 0.002, and at maximal concentration DPDPE 
increased this value by 15 ± 2 % (n=13). Moreover, in these experimental conditions 
maximal response did not significantly differ among agonists (one way ANOVA; 
p=0.7405; n=5-13). Dose response curves for all agonists are shown in figure 2B and 
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corresponding operational parameters for these curves appear in table 3. 
Transduction coefficients for inhibition of cAMP production displayed the following 
rank order: deltorphin II = DPDPE ≥ mcpTIPP = SNC-80 = met-ENK ≥ SB 235863 = 
morphine.  Interestingly, the correlation observed between decay rate of cAMP 
inhibition and Gi protein activation was no longer evident for cAMP signaling 
coefficients (inset figure 2B). As above, no correlation was observed between 
transduction coefficients and the initial rate of cAMP inhibition (r2=0.0030; p=0.9064). 
Internalization determines the time course of rapid cAMP responses by DOR 
agonists.  
Ligand efficacy to trigger signaling and internalization may not necessarily 
parallel one another (165), and ligand-specific patterns of receptor sequestration have 
been proposed as possible determinants of the duration of different opioid-mediated 
responses, including analgesia (55, 143). To start assessing whether the time course 
of rapid cAMP modulation is influenced by ligand ability to promote endocytosis, we 
completed dose response curves to determine ligand efficiency to induce 
internalization. These curves appear in Figure 3A where it is evident that 
internalization by morphine, SB 235863 and mcpTIPP was minimal, and precluded 
meaningful curve-fitting. Curves for the other agonists were fit by means of the 
operational model and corresponding parameters are shown in table 4. Transduction 
coefficients (158) indicated that despite producing similar maximal responses, 
deltorphin II was more efficient than Met-ENK and Met-ENK more efficient than SNC-
80 in producing internalization (Table 4). Log (Tau/KA) coefficients for these four 
agonists were unrelated to rates of increase (p=0.3413) or decrease (Figure 3A, 
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inset) of their cAMP responses, indicating that for this group of ligands sequestration 
could not account for the differences in their kinetic profiles. 
In an alternative approach to relate the time course of cAMP response to DOR 
endocytosis, we assessed the kinetics of receptor sequestration at a maximal 
effective concentration of agonist (10 µM). As shown in table 4, at steady state 
sequestration by DPDPE, SNC-80, Deltorphin II and Met-Enkephalin was 63-67% of 
receptors present at the membrane before treatment. Morphine and SB 235863 did 
not induce a significant response, while mcpTIPP produced a small (9%) but 
significant increase in sequestration. Internalization half-life was ~15 min for highly 
internalizing agonists and 21 min for mcpTIPP. Thus, internalization values at half-life 
(values for morphine and SB 235863 were arbitrarily fixed at zero) were correlated to 
the decay rate in cAMP production. As shown in figure 3B (inset) there was a clear 
polarization in which non-internalizing ligands displayed marginal or no loss of 
response, while decay rates for internalizing ones were considerably more 
pronounced (also compare decay rates shown in table 2).  
 
Interfering with sequestration enhances cAMP inhibition by internalizing 
agonists.   
To further characterize whether endocytosis influences the rapid decline of 
cAMP responses generated by DOR agonists we determined if interfering with 
internalization modified inhibition of cAMP production by different ligands. 
Internalization was blocked with dynasore, which inhibits dynamin activity and 
prevents sequestration of clathrin-coated vesicles formed at the membrane (166-
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168). Pre-treatment with dynasore (80µM; 30min) had no effect on the total amount of 
receptors present at the membrane in non-stimulated cells (surface immunoreactivity: 
CTLs 1.7 ± 0.1; DYN: 1.7 ± 0.1; p=0.512; n=6), but reduced ligand-induced 
internalization. In particular, dynasore reduced by ~one third the internalization 
induced by 15 min exposure to DPDPE, Met-Enkephalin and SNC-80 (Figure 4A). On 
the other hand, it had minimal effect on sequestration induced by deltorphin II, a 
characteristic that was maintained throughout longer periods of receptor stimulation 
(supplementary figure 1).   
The effect of this same dynasore treatment was then tested in cAMP assays 
(Figure 4B). The basal BRET signal in cells that were exposed to dynasore was 0.34 
± 0.01 (n=7). This value was higher than basal values of non-treated controls (0.30 ± 
0.01; n=10; p=0.015), which is consistent with dynasore enhancing constitutive 
inhibition of cAMP production by DORs. Exposure of dynasore-treated cells to 
forskolin (10µM) resulted in 21 ± 0.1% (n = 4) decrease in basal BRET, an effect that 
was smaller than the 32 ± 1% reduction observed in controls (p<0.0001; n=10; Table 
1). In addition, dynasore shifted to higher levels of energy transfer kinetic curves for 
all agonists (Figure 4B; Table 1). To distinguish whether these changes were distinct 
for different ligands or simply a generalized consequence of reduced cAMP 
production following dynasore, we compared overall cAMP inhibition (area delimited 
by kinetic curves for fosrkolin and ligand) by each ligand in control and dynasore-
treated cells (Figure 5A). For non-internalizing ligands like morphine and SB 235863, 
inhibition of cAMP production was similar in control and dynasore-treated cells 
(Figure 5A). Although we cannot exclude the lack of dynasore effect being related to 
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a maximal SB 235863 response in controls, the fact that morphine maintained similar 
submaximal response in both conditions (Figure 5A) is consistent with the notion that 
inhibition of internalization does not affect cAMP modulation by this non-internalizing 
ligand. In contrast, dynasore increased by ~60-65% cAMP inhibition by Met-
enkephalin, DPDPE and SNC-80, whose sequestration had been reduced by pre-
exposure to the dynamin inhibitor. The effect of dynasore on cAMP modulation by 
deltorphin II was smaller (23%), and failed to reach significance which is not 
surprising since dynasore also failed to significantly reduce DOR sequestration by this 
agonist. Finally, the cAMP response induced by mcpTIPP, a ligand with small but 
significant internalizing properties, was increased by a similar margin as that of 
deltorphin II (Figure 5A). Taken together, these data indicate that internalization 
contributes to modulate early stages of cyclase inhibition by DOR ligands.  
In order to evaluate the influence of dynasore on the decline of cAMP 
response, we determined whether pretreatment with this internalization blocker 
modified response decay rates (Figure 5B). Dynasore reduced the decay rate of 
cAMP response induced by all internalizing agonists (Table 2). For ligands like 
DPDPE and Met-enkephalin, whose decay slope was largest in controls, dynasore 
reduced but did not abolish the rate at which the cAMP response declined. For SNC-
80, whose control cAMP response showed slight but significant decrease over time, 
dynasore reduced internalization, abolishing decay and transforming the descending 
portion of the kinetic curve into a plateau. Surprisingly, despite its lack of effect on 
deltorphin II internalization, dynasore also abolished the decay phase of its cAMP 
response. Finally, for poor internalizing ligands, response decay was minimal or 
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inexistent in controls, and remained that way after exposure to dynasore (Figure 5B; 
Table 2).     
To corroborate that interference with internalization potentiated cAMP inhibition 
by internalizing DOR agonists while sparing responses by non-internalizing ones, we 
monitored the time course of SNC-80 and morphine responses in cells that were 
transfected with a minigene encoding for the C-terminal portion of arr1 (318-419). 
This construct blocks internalization by interfering with binding of endogenous 
arrestins to clathrin (79) and, in the conditions used in this study, it inhibits 
internalization induced by 15 min exposure to SNC-80 by ~15% (169) .  The basal 
BRET signal in cells that were transfected with mutant arr (0.272 ± 0.012) or the 
corresponding vector pcDNA3 (0.266 ± 0.008) were not different (p=0.6751; n=6), 
and neither were changes induced by 15 min exposure to forskolin (CTLs: 24 ± 4%; 
mutant arr: 27 ± 4%; p=0.6154). (Figures 6A and 6B). In keeping with observations 
obtained with dynasore, mutant arr enhanced cAMP inhibition by SNC-80 by ~20% 
but left morphine response unchanged (Figure 6C).   
 
Sustained cAMP modulation by DOR ligands. 
  The endocytic profile of opioid receptor ligands has been associated with 
differential ability to promote tolerance (55, 143) presumably because sequestration 
may interfere with the production of pro-analgesic signals, or because its absence 
could prolong signals that lead to tolerance (143). Since prolonged inhibition of cAMP 
production is considered a signal that may lead to cellular tolerance (50), it was of 
interest to compare ligand modulation of cAMP levels over a time frame in which the 
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endocytic response of ligands like deltorphin II, DPDPE, SNC-80 and Met-enkephalin 
was fully developed. Thus, cAMP inhibition by different agonists was assessed within 
a time frame of sustained receptor activation. Functional experiments were carried 
out in the presence of forskolin (10µM) and IBMX (250µM), in order to maintain cAMP 
production throughout the experiment. Each of these reagents was introduced in the 
incubation medium at the beginning of the experiment and remained present for its 
entire duration (2hr). DOR agonists were either introduced together with cAMP 
modulators or at progressively shorter time periods before taking BRET measures. 
Net BRET values obtained in cells that were only exposed to forskolin/IBMX for 120 
min were of 0.146 ± 0.002 (n=10). Figure 7A shows modification of this basal signal 
by different ligands and Figure 7B shows the subcellular distribution of the receptor at 
the corresponding time intervals. Morphine and SB 235863 produced the largest 
increases in energy transfer corresponding to 9 ± 1% of net BRET after 60 minute 
exposure to each ligand. Interestingly, and despite their differences in internalization 
(Figures 3B and 7B), cAMP inhibition by SB 235863 was not different from inhibition 
produced by deltorphin II, with BRET increases by both ligands being greater that 
background variability at all times assessed (Figure 7A). Conversely, despite sharing 
a similar internalization and distribution profile with deltorphin II (Figure 3B and 7B), 
cAMP inhibition by Met-enkephalin had already decayed within the first 30 minutes of 
treatment. The cAMP response produced by DPDPE and SNC-80 was intermediate 
between these two examples, and that mcpTIPP did not reach significance at any of 
the times assessed. Subcellular distribution of DORs following internalization with 
these four ligands is shown in supplementary Figure 2. Taken together, these data 
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indicate that internalization profiles per se, did not predict whether the cAMP 
response would persist or disappear over sustained DOR stimulation. 
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Discussion 
 In this study we used real time monitoring of intracellular cAMP levels to 
characterize cyclase modulation by DOR ligands. Temporal resolution that was 
afforded by the use of a conformational BRET-based biosensor allowed us to divide 
the initial stage (15min) of ligand-mediated cAMP inhibition into a first phase of 
progressive build-up of the inhibitory response, and a second phase characterized by 
response decay. Data obtained indicated that the decay rate of this early response 
was correlated with ligand efficiency (log(Tau/KA)) to activate Gi1 signaling and with 
maximal endocytosis attained within the time frame of the kinetic experiment (15 min). 
The latter findings were in contrast with those obtained over prolonged periods of 
DOR stimulation, where the time course of cAMP inhibition could not be predicted 
from the sequestration profile of the different agonists.      
 The role of endocytosis as a determinant of the duration/magnitude of opioid 
responses is not completely understood. In vivo studies indicate that a single 
administration of the internalizing DOR agonist SNC-80 induces acute analgesic 
tolerance and loss of G protein signaling, that is not observed following similar 
treatment with its non-internalizing metabolite (ARM390) (55). These observations 
have led to the notion that internalizing DOR agonists are more prone to tolerance 
than non-internalizing ones (50, 55). However, since SNC-80 produces DOR 
phosphorylation that is absent following administration of ARM390, it is also possible 
that the rapid loss of function by SNC-80 could also have resulted from uncoupling 
mechanisms driven by phosphorylation (170). In the case of MORs, internalization 
has been equated with shorter cAMP responses (106, 143), but also with recovery 
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from desensitization (171) and presumably prolonged signaling. Studies that have 
assessed the time course of K+ currents elicited by MOR activation have clearly 
shown that endocytosis is not necessary for rapid modulation of channel-mediated 
opioid responses (151). Here we characterized time course and modulation of acute 
enzymatic responses by DOR ligands in HEK cells. Data show that inhibition of cAMP 
production rose to a maximum within ~6-7.5 minutes of receptor activation, which is 
considerably slower than cAMP stimulation by 2 adrenergic receptors (172). Since 
both studies were carried out at 37oC it is unlikely that the observed differences are of 
kinetic nature, but could be rather related to the fact that the response of DOR 
agonists was estimated from forskolin-stimulated and not basal cAMP levels. Rates of 
increase and decrease of the inhibitory cAMP response produced by DOR agonists 
were independent of one another, and factors that influenced the latter were 
unrelated to the former. Thus, deltorphin II, an agonist that was highly efficient in 
inducing signaling and internalization reached maximal cAMP inhibition at the same 
rate as SB 235863, whose signaling efficiency was among the lowest and whose 
internalization was minimal. On the other hand, ligand signaling ability and 
endocytosis promoted over the time course of the experiment were predictive of the 
rate of decline in of the initial cAMP response. We have previously shown that DOR 
ligands display different internalization profiles in HEK cells and neurons (169).  It 
would therefore be of interest to corroborate whether the time course of cAMP 
responses follow the distinct internalization profiles displayed by different ligands in 
HEK cells and neurons.  
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Different observations point to endocytosis as a modulator of acute (15min) 
cAMP inhibition by DOR agonists: (i) the decay rate of cAMP inhibition was fastest for 
ligands that produced measurable internalization within the time frame of the 
experiment, and this rate was reduced by the internalization blocker dynasore; (ii) the 
decay of the cAMP response started with a delay that is compatible with the time 
course of internalization; (iii) internalizing ligands whose endocytic trafficking was 
susceptible to inhibition by dynasore displayed more than 50% increase in the 
magnitude of their cAMP response following incubation with this internalization 
blocker; (iv) ligands that triggered minimal internalization or those whose endocytic 
response was not significantly affected by dynasore, underwent reduced or no 
increment of their cAMP responses. In contrast, it was not possible to relate any of 
these aspects of the cAMP response to actual measures of ligand efficiency to 
promote endocytosis (log(Tau/KA). Transduction coefficients combine efficacy 
(Tauand “functional affinity” (KA) values as calculated by fitting experimental data 
with the operational model of Black and Leff (1983), and have been proposed as an 
overall descriptor of ligand “efficiency” to promote response (163, 164). The fact that 
morphine, SB 235863 and mcpTIPP did not generate meaningful internalization dose 
response curves precluded estimation of sequestration efficiency for these ligands. 
However, for ligands like deltorphin II, DPDPE, Met-enkephalin and SNC-80 whose 
internalization log(Tau/KA) coefficients were available, these were unrelated to the 
rate of decline of cAMP inhibition. Thus, although there is a clear polarization 
indicating that decline of cAMP response is faster for DOR agonists that produced 
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internalization within the time frame of the experiment, sequestration efficiency values 
did not allow to predict the decline of cAMP inhibition by internalizing ligands.  
In addition to endocytosis, the decay rate of cAMP responses was correlated to 
transduction coefficients (log(Tau/KA)) for Gi1 activation. Our data indicate that 
agonist efficiency to promote G protein activation is predictive of the decay rate of 
cAMP signaling. These, observations are consistent with those obtained by (173), 
who showed that for most MOR agonists the ability to promote regulatory events such 
as phosphorylation and arrestin recruitment, was correlated with ligand ability to 
activate G proteins. Unlike Gi1 activation coefficients, log(Tau/KA) values describing 
ligand efficiency to inhibit cAMP production were not correlated with the decay rate for 
this response. This is not all together surprising given that the further downstream in 
the signaling pathway modulatory factors that are independent of receptor-ligand 
interaction are progressively recruited. As a consequence, downstream readouts 
such as cAMP levels are expected to be weaker predictors of the regulation that 
takes place at the receptor level (174). 
Inhibition of second messenger production was also assessed over prolonged 
treatment periods, within a time frame that allowed internalization by deltorphin II, 
DPDPE, SNC-80 or Met-enkephalin to attain its maximum while that of morphine and 
SB 235863 remained unchanged. A cAMP response was observed both for 
internalizing and non-internalizing ligands, indicating that poor endocytosis is not a 
pre-requisite for prolonged cyclase inhibition. Moreover, since mechanisms that 
trigger internalization are also involved in functional uncoupling of the receptor from 
the G protein (74, 97, 175, 176) it is not strictly possible to conclude that poor 
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endocytosis was the only cause for prolonged cAMP signaling by morphine or SB 
235863. Indeed, morphine fails to produce DOR phosphorylation (177) and arr2 
recruitment to the receptor (178), both of which participate in desensitization as much 
as they may contribute to endocytosis. On the other hand, DOR ligands that 
effectively trigger internalization also induce adaptations that lead to functional 
desensitization (170). Hence, if 60-120 min treatment with deltorphin II internalizes 
70% of membrane receptors and those remaining at the surface undergo 
desensitization, how can sustained exposure to deltorphin II and SB 235863 produce 
similar levels of cAMP inhibition? A possible explanation is that deltorphin II is 
~20,000 more efficient than SB 235863 at activating signaling (see table 3 
transduction coefficients for G protein activation) and that this difference 
compensates for the loss of functional membrane receptors. If this were the case, 
Met-enkephalin, which is ~2000 fold more efficient than SB 235863, would not be 
expected to lose all activity within the first 30 min of sustained stimulation. 
Assessment of the subcellular distribution of DORs by immunofluorescence indicated 
that receptors internalized by Met-enkephalin, deltorphin II, DPDPE and SNC-80 
accumulated in the cytoplasm over the 2 hour period of the experiment. Thus, a 
simple and plausible alternative is that internalizing ligands which produce sustained 
cAMP inhibition do so via intracellular signaling. In support of this notion is the fact 
that GPCRs, heterotrimeric G proteins and adenylyl cyclase have been localized to 
endosomes where they function as a signaling unit (179-182).  
In conclusion, this study shows that ligand ability to evoke G protein activation 
is a fairly good predictor of the time course of rapid cAMP inhibition by DOR agonists. 
 
 
86 
 
Results also showed that internalization influences the time course of short-term 
cAMP responses, but the endocytic profile does not predict whether DOR agonists 
will display sustained cAMP inhibition.  
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Legends to the figures 
 
Figure 1. Monitoring real time inhibition of cAMP production by DOR agonists.  
(A) HEK293 cells expressing DORs and a BRET-based biosensor that detects 
cAMP production as a loss in basal energy transfer (0.30 ± 0.01)  were incubated with 
forskolin (10 µM) in presence or absence of different DOR agonists (10 µM) and 
BRET measures taken every 20 seconds for a period of 15 min (inset) at 37oC.  
Results correspond to drug-induced changes in basal BRET and represent the mean 
± SEM of  3-10 independent experiments. Data were analyzed by two-way ANOVA 
which indicated an effect of drug (p<0.0001) and time (p<0.0001) with no interaction. 
Details of comparisons are given in table 1. (B) Histograms correspond to mean ± 
SEM of the areas (arbitrary units) defined by the kinetic curve of forskolin and those 
produced by forskolin in the presence of the indicated ligands (10 µM) and represent 
cAMP inhibition in presence of each ligand. Areas were compared by one-way 
ANOVA with Bonferroni correction and results are shown in the figure. (C) Data 
represent incremental changes in ligand-induced cAMP inhibition, represented by the 
area between forskolin and forskolin/agonist curves over consecutive intervals of 112 
sec each. Parameters describing time dependent changes in cAMP production 
appear in Table 2. 
 
Figure 2. Dose-response curves for G protein activation and inhibition of cAMP 
production by DOR agonists.  
(A) HEK293 cells were transfected with DORs and a BRET-based biosensor 
(Gi1-Rluc91-YFP-G2 + 1) that detects G protein activation as a decrease in basal 
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energy transfer (0.395 ± 0.011). On the day of the experiment cells were exposed to 
increasing concentrations ligands. Results are expressed as % of maximal BRET 
change produced by DPDPE and correspond to mean ± SEM of 3-4 independent 
experiments.  Inset shows correlation between transduction coefficients log(Tau/KA) 
describing drug efficiency to activate Gi1 and rate of decrease in cAMP response. 
Curves were analyzed by two-way ANOVA which indicated an effect of drug, of 
concentration and an interaction (p<0.0001). Further comparisons appear in table 3. 
(B) Dose response curves were obtained as above, in cells expressing DORs and the 
cAMP-EPAC biosensor. Results are expressed as above and correspond to 5-13 
independent experiments. Two-way ANOVA analysis indicated effects of drug and 
concentration (p<0.0001). Further comparisons appear in table 3. Inset shows lack of 
correlation between transduction coefficients log(Tau/KA) describing drug efficiency 
to inhibit cAMP production and rate of decrease in cAMP response.  
Figure 3. Characterization of DOR sequestration by different agonists.   
HEK cells expressing Flag-DORs were used to assess ligand-induced DOR 
sequestration. (A) Dose response curves were obtained by incubating cells with 
increasing ligand concentrations for 30 min. Results are expressed as % of maximal 
internalization induced by DPDPE and correspond to 9-12 independent experiments. 
Curves were analyzed by two-way ANOVA which indicated an effect of drug, of 
concentration and an interaction (p<0.0001). Inset shows lack of correlation between 
transduction coefficients log(Tau/KA) describing drug efficiency to induce 
internalization and rate of decrease of cAMP response. (B) HEK293 cells stably 
expressing Flag-DORs were exposed to different agonists (10 µM) for the indicated 
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time periods. Internalization was expressed as % of receptors present at the 
membrane before exposure to agonist and represent mean ± SEM of 9-11 
independent experiments. Statistical analysis by two way ANOVA revealed an effect 
of drug (p<0.0001), time (p<0.0001) and an interaction (p<0.0001). Post hoc 
comparisons indicated that deltorphin II, SNC-80 and Met-enkephalin did not differ 
from DPDPE, but the latter was different from morphine, SB 235863 and mcpTIPP (p 
< 0.0001). Inset shows correlation between sequestration corresponding to first 15 
min of drug exposure and decay rate of cAMP response.     
 
Figure 4. Inhibition of internalization by interfering with dynamin function 
modifies kinetics of cAMP inhibition by DOR agonists.  
(A) HEK cells expressing Flag-DORs were pretreated with dynasore (80 µM; 
30 min) and then exposed to 10 µM of the indicated ligands. Internalization was 
expressed as % of receptors present at the membrane before exposure to agonist 
and represent mean ± SEM of 6 independent experiments. Data were analyzed by 
one way ANOVA (p<0.0001) followed by post hoc comparisons with Bonferroni 
correction *p<0.05; ** p< 0.01; *** p<0.001. (B) HEK cells transfected with DORs and 
the cAMP biosensor were treated with dynasore as above and then exposed to 
forskolin (10 µM) in presence or absence of different DOR agonists (10 µM) before 
taking BRET measures.  Results correspond to drug-induced changes in basal BRET 
and represent the mean ± SEM of 3-6 independent experiments. Data were analyzed 
by two-way ANOVA which indicated an effect of drug (p<0.0001) and time (p<0.0001) 
with no interaction. Details of comparisons are given in table 1. 
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Figure 5. Dynasore increases and prolongs cAMP inhibition by internalizing 
ligands.  
(A) Histograms represent overall cAMP inhibition induced by different ligands 
in control and dynasore-treated cells. This magnitude was estimated from data 
presented in Figures 1 and 4 and represents the area between the curves produced 
by forskolin in absence and presence of different ligands. They correspond to mean ± 
SEM (arbitrary area units) of at least three independent experiments. Data was 
analyzed by two way ANOVA which revealed and effect of drug (p<0.001), of 
treatment (p<0.001) and an interaction (p<0.001). Post-hoc comparisons allowed to 
establish differences in the magnitude of cAMP inhibition by different ligands, as 
indicated *p<0.001. (B) Data represent incremental changes in ligand-induced cAMP 
inhibition assessed in presence of dynasore.  Values were derived from areas defined 
in (A) that were divided into 8 intervals of 112 sec each. Parameters describing time 
dependent changes in cAMP production and their comparison to those obtained in 
controls appear in Table 2. 
 
Figure 6. Inhibition of internalization by interfering with arr function modifies 
kinetics of cAMP inhibition by DOR agonists. HEK cells were transfected with 
DORs and the cAMP biosensor together with pcDNA3 vector (A) or mutant arr (318-
419) (B). On the day of the experiment BRET measures were taken as in figure 4, in 
cells pre-exposed to forskolin and DOR agonists as indicated.  Results correspond to 
drug-induced changes in basal BRET and represent the mean ± SEM of 6 
independent experiments. Data were analyzed by two-way ANOVA which indicated 
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an effect of drug (p<0.0001) and time (p<0.0001) with no interaction both in control 
cells and those transfected with mutant arr. In the latter post-hoc comparisons 
revealed a significant difference between SNC-80 and morphine (p<0.0001) that was 
absent in controls. (C) Histograms represent overall cAMP inhibition induced by 
different ligands in controls and cells transfected with mutant barr. Values were 
estimated from data presented in (A) and (B) and correspond to mean ± SEM 
(arbitrary area units) of 6 independent experiments. Data was analyzed by two way 
ANOVA which revealed and effect of drug (p<0.020), of mutant (p<0.035) and no 
interaction. Post-hoc comparisons allowed to establish differences in the magnitude 
of cAMP inhibition by SNC80; *p<0.05.  
 
Figure 7. cAMP inhibition following sustained DOR activation by different 
agonists.  
(A) HEK293 cells expressing DORs and a BRET-based biosensor that detects 
cAMP production were incubated with forskolin and IBMX for 2 hrs, together with 
different DOR agonists that were introduced into the incubation medium at 
progressively shorter time intervals before taking BRET readings (inset). Results are 
expressed as the difference with respect to the mean basal BRET value for all 
experiments (0.146 ± 0.002), and represent mean ± SEM of 7-10 independent 
experiments. Agonist effects were compared by means of a two-way ANOVA that 
revealed an effect of drug (p<0.0001) and time (p<0.0001). Post-hoc comparisons 
indicated that SB 235863 (p<0.01) and deltorphin II (p<0.05) produced significant 
effects following 30, 60 and 120 min incubation, while the effect of DPDPE and 
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morphine were significant at 30 and 60 min (p<0.05) and that of SNC-80 only at 60 
min (p<0.05). (B) Flag-DORs were labeled at the membrane as described in the 
experimental section. They were then exposed to deltorphin II, Met-Enkephalin or SB 
235863 (10 µM) for the indicated time periods before fixing, permeabilizing and 
labeling for visualization. Throughout treatment with SB 235863 DORs were localized 
predominantly at the membrane as in controls (white arrows). In the case of 
deltorphin II and Met-enkephalin DORs accumulated in the intracellular compartment 
(white arrow heads).   
Supplementary Figure 1. Inhibition of agonist-induced DOR 
internalization by dynasore.  
Cells expressing Flag-DORs were pretreated with dynasore (80 µM; 30 min), 
which was allowed to remain in the culture medium until completion of the 
experiment. After the first 30 min of dynasore treatment the indicated DOR ligands 
(10 µM) were introduced for increasing time periods. Results are expressed as % of 
maximal internalization in respective controls and correspond to mean ± SEM of 3 
independent experiments for each drug. Two way ANOVA analysis revealed an effect 
of time (p < 0.0001), an effect of dynasore (p < 0.0001) and an interaction (p <0.0001) 
for DPDPE, SNC-80 and Met-Enkephalin.    
 
Supplementary Figure 2. Subcellular distribution of DORs following 
sustained activation with different agonists.  
Flag-DORs were labeled at the membrane as described in the experimental section. 
They were then exposed to DPDPE, SNC-80, mcpTIPP or morphine (10µM) for the 
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indicated time periods before fixation, permeabilization and labeling for visualization. 
White arrow indicates membrane DORs and white arrow heads indicate internalized 
receptors
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Table 1.  Kinetics of cAMP production following exposure to forskolin (10μM) in 
presence or in absence of different DOR agonists. 
  
CONTROL 
  
 
 BRET change (steady state) 
mean ± SEM 
t1/2(min) 
mean ± SEM 
Forskolin (n=10) -0.096 ± 0.002 2.5 ± 0.2 
Met-enkephalin (n=8) -0.094 ± 0.003 3.7 ± 0.4 
DPDPE  (n=7) -0.096 ± 0.006*     4.3 ± 0.7a,b 
Morphine (n=8) -0.078 ± 0.002** 2.8 ± 0.3 
SNC-80 (n=8) - 0.073 ± 0.003*** 2.9 ± 0.4 
Deltorphin II (n=3) -0.080 ± 0.003**    4.2 ± 0.4c,d 
mcpTIPP (n=6) -0.059 ± 0.002*** 2.3 ± 0.4 
SB 235863 (n=7) -0.052 ± 0.002*** 1.9 ± 0.4 
  
DYNASORE 
  
 
BRET change (steady state) 
mean ± SEM& 
t1/2(min)  
mean ± SEM 
Forskolin (n=4) -0.070 ± 0.002# 2.7 ± 0.1 
DPDPE (n=3) -0.062 ± 0.004*# 6.3 ± 0.1 
Met-enkephalin  (n=4) -0.057 ± 0.003***# 4.3 ± 0.1 
Morphine (n=3) -0.050 ± 0.002***#  3.1 ± 0.1e 
Deltorphin II (n=3) - 0.041 ± 0.003***# 5.0 ± 0.1f 
SNC-80 (n=4) -0.034 ± 0.004***# 4.4 ± 0.2 
mcpTIPP (n=6) -0.031 ± 0.004***
# 4.6 ± 0.2 
SB 235863 (n=6) -0.024 ± 0.001***#   2.3 ± 0.3g 
Post-hoc comparisons following two way ANOVA  of kinetics curves  shown in figure 1 indicated that curves 
produced by all agonists except Met-enkephalin were different from that of  forskolin: * p<0.05, ** p<0.01, *** 
p<0.001. Curves generated by different agonists were further analysed by simultaneous curve fitting indicating: a 
t1/2 DPDPE vs t1/2 Morphine p<0.01; b steady state DPDPE vs Morphine p<0.01; c t1/2 Deltorphin II vs t1/2  SB 
235863 p<0.001; d
 
steady state Deltorphin II vs SB 235863 p<0.01. 
&
Post-hoc comparisons following two way ANOVA analysis of kinetics curves shown in figure 4B indicated that 
curves by all agonists were different from that of forskolin. Curves generated by different agonists were further 
analysed by simultaneous curve fitting which showed: e t1/2 DPDPE vs t1/2 Morphine p<0.002; f steady state 
DPDPE vs Deltorphin II p<0.005; g steady state Deltorphin II vs SB 235863 p<0.0001. 
#
Steady state values obtained in control and dynasore-treated cells were compared by two way ANOVA which 
showed effect of drugs (p<0.0001) and treatment (p<0.0001). Post-hoc comparisons indicated that BRET changes 
by all drugs were smaller in dynasore than in control condition. 
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Table 2.  Rates of increase and decrease in the cAMP response induced by 
different ligands DOR in control cells and in cells exposed to dynasore. 
 CONTROL  
  
Rate of response increase 
 (arbitrary area units/min)* 
mean ± SEM  
Rate of response decay 
 (arbitrary area units/ min)** 
mean ± SEM 
Deltorphin II (n=3) 0.47 ± 0.01a -0.087 ± 0.02c (0.0023) 
SB 235863 (n=7) 0.46 ± 0.02 -0.0008 ± 0.02 (0.9712) 
mcpTIPP (n=6) 0.40 ± 0.02b -0.022 ± 0.01 (0.1491) 
SNC-80 (n=8) 0.34 ± 0.03 -0.048 ± 0.01d (0.0015) 
Morphine (n=8) 0.33 ± 0.02 -0.034 ± 0.01e (0.0399) 
DPDPE (n=7) 0.31 ± 0.02 -0.13 ± 0.02 (p<0.0001) 
Met-enkephalin (n=8) 0.27 ± 0.01 -0.11 ± 0.01 (p<0.0001) 
 DYNASORE  
 
Rate of response increase 
(arbitrary area units/ min) 
mean ± SEM 
Rate of response decay 
(arbitrary area units/ min) 
mean ± SEM 
Deltorphin II (n=3) 0.51 ± 0.03 (p<0.001) 0.00 ± 0.01 (p=0.83)h # 
SB 235863 (n=6) 0.50 ± 0.04 (p<0.001)f 0.01 ± 0.01 (p=0.66)i 
mcpTIPP (n=6) 0.59 ± 0.04 (p<0.001)g 0.00 ± 0.01 (p=0.92)j 
SNC-80 (n=4) 0.56 ± 0.03 (p<0.001) 0.01 ± 0.02 (p=0.47)k 
Morphine (n=3) 0.30 ± 0.02 (p<0.001) -0.01 ± 0.01 (p=0.29) 
DPDPE  (n=3) 0.42 ± 0.04 (p<0.001) -0.08 ± 0.02 (p=0.0017) 
Met-enkephalin (n=4) 0.33 ± 0.03 (p<0.001) -0.05 ± 0.01 (p=0.0005)# 
*All slopes for response increase were different from zero as calculated by linear regression (p<0.0001).  
** P values corresponding to slopes for response decrease are indicated in brackets. Differences in increase and 
decrease rates were established by one way ANOVA indicating: Increase rate (p<0.0001): a Deltorphin II vs SNC-
80 p<0.001; b mcpTIPP vs Met-enkephalin p<0.0001. Decrease rate (p<0.0001): c Deltorphin II vs SB 235863 
p<0.05; d SNC-80 vs Met-enkephalin p<0.001; e Morphine vs Met-enkephalin p<0.01. 
Slopes for response increase rate were different from zero as calculated by linear regression (p<0.001). P 
values for slopes of response decay are indicated in brackets. Differences in increase and decrease rates were 
establish by one way ANOVA indicating the following: Increase rate (p<0.0001): f SB 235863 vs Met-enkephalin 
p<0.01; g mcpTIPP vs DPDPE p< 0.01. Decrease rate (p<0.0001): h SB 235863 vs Met-enkephalin p<0.05; I 
mcpTIPP vs DPDPE p<0.01; j DPDPE vs Deltorphin II p<0.05; k Met-enkephalin vs SNC-80 p<0.05.  
#Decay rates obtained in control and dynasore-treated cells were compared by two way ANOVA which showed an 
effect of treatment (p<0.01). Post hoc comparisons indicated that decay rate for Met-enkephalin and Deltorphin II 
were significantly reduced by dynasore treatment (p<0.05). 
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Table 3.  Operational parameters describing DOR agonist response in Gαi1 
protein activation and cAMP inhibition assays.* 
  
log (KA)  
mean ± SEM 
log (Tau)  
mean ± SEM 
log (Tau/KA)  
mean ± SEM 
Deltorphin II (n=8) -8.75 ± 0.27 0.96 ± 0.17 9.71 ± 0.32 
DPDPE (n=13) -7.77 ± 0.32 1.75 ± 0.27 9,52 ± 0.42 
mcpTIPP (n=6) -7.08 ± 0.52 0.96 ± 0.36 8,04 ± 0.63 
SNC-80 (n=9) -6.57 ± 0.45 0,99 ± 0.32 7.56 ± 0.55f 
Met-enkephalin (n=7) -6.41 ± 0.67 1.12 ± 0.49 7.53 ± 0.83 
SB 235863  (n=6) -5.22 ± 0.81 0.98 ± 0.69 6.20 ± 1.07 
Morphine (n=5) -4.13 ± 0.71 0.95 ± 0.59 5.08 ± 0.92e 
Transduction coefficients were analysed by one way ANOVA (p<0.0001) followed by post-hoc comparisons with 
Bonferroni correction: a Morphine vs mcpTIPP p<0.001; b SB235863 vs mcpTIPP p<0.01; c
 
mcpTIPP vs 
Deltoprhin II p<0.01; d Deltorphin II vs SNC-80 p<0.001; e Morphine vs Met-enkephalin p<0.05; f DPDPE vs SNC-
80 p<0.05. Only comparisons for log (Tau/KA) were included. 
 
*Operational parameters were calculated using DPDPE as a standard full agonist. 
  
Gαi1 ACTIVATION 
  
log (KA)   
mean ± SEM 
log (Tau)   
mean ± SEM 
log (Tau/KA)  
mean ±  SEM 
Deltorphin II (n=3) -8.35 ± 0.30 1.00 ± 0.19 9.35 ± 0.35d 
DPDPE (n=4) -6.17 ± 0.55 2.87 ± 0.53 9.04 ± 0.77 
mcpTIPP (n=4) -7.90 ± 0.57 0.71 ± 0.23 7.19 ± 0.62c 
Met-enkephalin (n=4) -7.12 ± 0.37 1.31 ± 0.28 8.43 ± 0.46 
Morphine (n=3) -5.78 ± 0.53 -0.99 ± 0.26 4.79 ± 0.5a 
SNC-80 (n=3) -5.09 ± 0.52 1.47 ± 0.43 6.56 ± 0.68 
SB 235863 (n=3) -4.98 ± 0.55 0.10 ± 0.35 5.08 ± 0.65b 
 cAMP INHIBITION  
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Table 4. Operational and kinetics parameters describing DOR internalization by 
different ligands*. 
OPERATIONAL PARAMETERS 
 log (KA) ± SEM log (Tau) ± SEM log (Tau/KA) ± SEM 
Deltorphin II (n=12) -7.98  ±  0.13 0.57 ± 0.06 8.56  ± 0.14a 
Met-enkephalin (n=11) -6.58  ±  0.11 0.35 ± 0.05 6.93  ±  0.12b 
DPDPE (n=9) -6.10  ±  0.36 0.58 ± 0.56 6.68  ±  0.67 
SNC-80 (n=9) -4.39  ±  0.17 0.87 ±  0.13 5.27  ±  0.22 
Morphine (n=10) N/A N/A N/A 
mcpTIPP (n=8) N/A N/A N/A 
SB 235863 (n=10) N/A N/A N/A 
Transduction coefficients were analysed by one way ANOVA (p<0.0001), followed by post-hoc comparison with 
Bonferroni correction: a Deltorphin II vs Met-enkephalin p<0.05; b Met-enkephalin vs SNC-80 p<0.05. 
For each time course in figure 3B, maximal internalization observed at 90 min was compared with internalization 
observed at 5 min by mean of student’s T test; ** p<0.001; * p<0.05. 
 
*Operational parameters were calculated using DPDPE as a standard full agonist. 
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KINETIC PARAMETERS 
 
Plateau internalization 
mean ± SEM 
t1/2 (min)   
mean ±  SEM 
Deltorphin II (n=9) 67 ± 2** 15  ±  2 
Met-enkephalin (n=7) 63  ± 3** 13  ±  2 
DPDPE (n=8) 63  ±  2** 15  ±  2 
SNC-80 (n=5) 66  ±  2** 15  ±  2 
Morphine (n=3) N/A N/A 
mcpTIPP (n=3) 9  ±  2* 21  ±  6 
SB 235863 (n=3) N/A N/A 
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Discussion 
Les opioïdes sont des analgésiques puissants mais leur utilisation prolongée 
entraîne le développement de la tolérance à l’analgésie. La tolérance aux opioïdes 
serait associée à la désensibilisation du récepteur et/ou à des changements 
adaptatifs au niveau cellulaire qui s’opposent aux effets induits par l’activation 
soutenue du récepteur opioïde. Le rôle de l’endocytose en tant que déterminant de la 
durée de la réponse analgésique n’est pas complétement compris. Une étude in vivo 
proposent que le profil d’endocytose des ligands du DOR est un indice de la capacité 
de ces ligands à promouvoir la tolérance. En effet, les auteurs de l’étude ont conclu 
que l’administration d’un agoniste comme le SNC-80, qui induit l’internalisation du 
DOR, entraîne le développement de la tolérance analgésique aiguë et la perte de 
signalisation par les protéines G. Toutefois, l’administration d’un agoniste qui n’induit 
pas l’internalisation du DOR comme l’ARM390 n’a pas entraîner le développement de 
la tolérance aiguë (55).  Ces observations suggèrent que les ligands qui induisent 
l’endocytose du DOR sont plus enclins à la tolérance que les ligands qui n’induisent 
pas la séquestration du DOR (55). Dans le cas du récepteur opioïde mu (MOR), les 
différentes études proposent que les agonistes, comme le DAMGO ou la méthadone, 
qui induisent l’internalisation du MOR réduisent le développement de la tolérance aux 
analgésiques et la suractivation de la voie cyclase (106). De son côté, la morphine 
n’induit pas l’internalisation du MOR, ce qui provoque une signalisation maintenue à 
la surface cellulaire. Par conséquent, l’activation soutenue du MOR entraîne des 
changements adaptatifs au niveau cellulaire (106, 143). Pour comprendre davantage 
le lien entre l’internalisation du DOR et la durée de la réponse analgésique, nous 
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avons eu recours à un biosenseur EPAC basée sur la technologie de BRET qui 
permet d’obtenir des mesures du second messager (AMPc) en fonction du temps 
(160). Ce nouvel outil nous a permis de mesurer la durée de la réponse de l’AMPc 
durant les 15, 30, 60 et 120 premières minutes de stimulation. Nos résultats 
démontrent que le profil d’endocytose permet de prédire la durée d’inhibition de 
l’AMPc durant les 15 premières minutes de stimulation. Cette première observation 
concorde avec l’étude publiée par Finn et ses collègues, c’est-à-dire que les ligands 
qui n’induisent pas l’internalisation du DOR maintiennent une inhibition de l’AMPc au 
fil du temps et à l’inverse les ligands qui induisent l’internalisation du DOR 
démontrent une diminution de la réponse inhibitrice de l’AMPc au fil du temps. 
Cependant, le profil d’endocytose du DOR ne permet de prédire l’inhibition 
persistante de l’AMPc durant les 30, 60 et 120 premières minutes de stimulation.  
 
Suite à nos expérimentations, nous avons démontré que les différents ligands 
opioïdes delta se différencient en fonction de la progression de l’inhibition de l’AMPc 
à court terme. Ainsi au cours des 15 premières minutes de stimulation, l’inhibition de 
la production de l’AMPc par les agonistes du DOR est caractérisée par une 
augmentation de cette réponse vers 6-7 min suivi d’un déclin de la réponse 
inhibitrice. Cette évolution de la réponse à l’AMPc n’est pas la même pour tous les 
ligands. En effet, les agonistes complets, incluant le DPDPE et la deltorphine II (voir 
figure 15, page : 133), activent efficacement la protéine G inhibitrice et induisent une 
internalisation du DOR, ce sont ceux dont le déclin de la réponse inhibitrice de 
l’AMPc est la plus prononcée. À l’inverse, les agonistes partiels, incluant la morphine 
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et le SB 235863 (voir figure 15, page : 133) qui n’induisent pas l’internalisation du 
DOR, maintiennent une réponse stable à l’inhibition de l’AMPc. Bref, d’après les 
résultats obtenus, les ligands qui sont efficaces à activer la protéine G inhibitrice et à 
promouvoir l’endocytose du DOR permettent de prédire la durée de la réponse à 
l’AMPc à court terme (15 minutes) (voir figure 15, page : 133). Cependant, 
l’internalisation du DOR ne permet pas d’expliquer le profil cinétique d’une inhibition 
persistante de l’AMPc par les ligands du DOR durant les 30, 60 et 120 premières 
minutes de stimulation étant donné que la morphine (ligand qui n’induit pas 
l’internalisation du DOR) et la deltorphine II ( ligand qui induit l’internalisation du 
DOR) présente le même profil cinétique dans la réponse inhibitrice de l’AMPc  (voir 
figure 15, page :133) 
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Figure 15. Synthèses des profils cinétiques de l’inhibition à l’AMPc à court et 
long terme. 
La figure du haut démontre la progression de l’inhibition de l’AMPc durant les 15 premières 
minutes de stimulation et nous avons pris comme exemple deux ligands : le SB 235863 et le 
DPDPE. Comme indiquée dans la figure du haut, la lettre (a) signifie que la pente de ces 
courbes cinétiques est une référence sur le taux d’augmentation de l’inhibition de la 
production de l’AMPc et la lettre(b) signifie que la pente de ces courbes cinétiques est une 
référence pour le taux décroissant de l’inhibition de la production de l’AMPc. La figure du bas 
démontre le profil cinétique durant les 120 premières minutes de stimulation et nous avons 
pris en exemple deux ligands: la morphine et la deltorphin II. 
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Les données montrent que les ligands tels que la met-enképhaline, le DPDPE, 
le SNC-80 et la deltorphine II atteignent une inhibition maximale de l’AMPc à environ 
6-7,5 minutes, ce qui est considérablement plus lent que la stimulation de l’AMPc par 
le récepteur β2-adrénergique (172). Cette étude et notre étude ont toutes deux été 
réalisées à 37°C avec le biosenseur EPAC. La différence pourrait provenir du fait que 
la production de l’AMPc dans notre étude vient de l’activation de l’AC induite par la 
forskoline et non à l’état basal. En effet, l’utilisation de la forskoline est nécessaire 
puisqu’il est difficile d’évaluer la progression de l’inhibition de l’AMPc à l’état basal. 
Avant la venue du biosenseur EPAC, l’une des approches la plus directe pour 
mesurer l’accumulation de l’AMPc était par l’utilisation de la radioactivité où l’ATP et 
l’AMPc étaient marqués par un tritium. Cette méthode nécessite de longues périodes 
d’activation du récepteur (15 minutes) pour avoir un niveau détectable de 3H-AMPc. 
Par conséquent, il est difficile de comparer la durée d’inhibition de l’AMPc que nous 
avons obtenue avec les résultats obtenus antérieurement par notre laboratoire ou 
avec les données de la littérature (89, 141, 155, 178, 183-185). L’avantage avec notre 
étude est que le biosenseur EPAC nous a permis de surveiller la progression de 
l’inhibition de l’AMPc au fil du temps et, ainsi nous avons pu distinguer deux phases : 
une phase progressive de l’inhibition de la production d’AMPc stimulée par la 
forskoline et une seconde phase qui est caractérisée par la phase décroissante de la 
réponse inhibitrice de l’AMPc, c’est-à-dire le déclin de l’inhibition de l’AMPc. Compte 
tenu de l’évolution différentielle de la réponse de l’AMPc au fil du temps pour certains 
ligands, il a été intéressant de déterminer  les facteurs qui contribuent à ces 
différences durant les 15 premières minutes de stimulation. Ainsi, dans une première 
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série d’expériences, nous avons déterminé si les phases croissante et décroissante 
de la réponse de l’AMPc étaient reliées (1) à l’efficacité des ligands à induire une 
signalisation par l’activation de la protéine G inhibitrice (GαiRluc-91-βγYFP) ou (2) à 
l’efficacité des ligands à inhiber directement la voie de l’AMPc. L’efficacité intrinsèque 
relative des ligands à promouvoir une réponse spécifique a été déterminée selon la 
magnitude du coefficient de transduction (log Tau/Ka) qui décrit l’efficacité (Tau) par 
rapport à l’affinité fonctionnelle (KA) du ligand à promouvoir une réponse pour une 
voie de signalisation, ici la voie de l’AC (163, 164). Selon nos résultats, la capacité de 
signalisation via l’activation de la protéine G inhibitrice (Gαi) par les ligands du DOR 
permet de prédire la vitesse de diminution de la réponse de l’AMPc. Les agonistes les 
plus efficaces, incluant la deltorphine II et le DPDPE,  activent efficacement  la 
protéine G inhibitrice et affichent un déclin de la réponse à l’AMPc plus prononcé. À 
l’inverse, les agonistes partiels, incluant le SB 235863 et la morphine, maintiennent 
une réponse stable à l’AMPc et ils sont les moins efficaces à induire l’activation de la 
protéine G inhibitrice. Une explication possible est que les agonistes à efficacité 
intrinsèque élevée, c’est-à-dire qui sont plus efficaces à activer la protéine G, 
induisent une désensibilisation rapide du récepteur opioïde,  ce qui engendre une 
perte de l’inhibition de l’AMPc (20, 50, 89, 105, 132, 174). En effet, les agonistes du 
MOR qui ont la capacité de signaler par l’activation de la protéine G inhibitrice 
induisent une série d’évènements séquentiels liés à la désensibilisation du récepteur 
incluant la phosphorylation du récepteur, le recrutement de la β-arrestine-3 et 
l’internalisation du MOR (173). Ces explications tirées de la littérature confirment nos 
résultats et permet de conclure que les agonistes qui sont efficaces pour à activer la 
 
 
123 
 
protéine G inhibitrice induisent un déclin de l’inhibition de l’AMPc plus prononcée 
pendant les 15 premières minutes d’activation du DOR, puisque le mécanisme de 
désensibilisation du ROM est similaire pour le DOR. Enfin, pour caractériser 
davantage les facteurs qui contribuent à expliquer la progression de la réponse de 
l’AMPc au fil du temps, nous avons voulu déterminer si la durée d’inhibition de l’AMPc 
est reliée à l’efficacité des ligands à inhiber directement la voie de l’AMPc. Selon nos 
résultats, le coefficient de transduction (log Tau/KA) décrivant l’efficacité relative des 
différents agonistes à inhiber la production d’AMPc ne permet pas de prédire la phase 
décroissante de la réponse inhibitrice à l’AMPc au fil du temps. Ces observations ne 
sont pas surprenantes puisque le taux d’AMPc peut être affecté par la 
phosphodiestérase (enzyme cytoplasmique) qui dégrade l’AMPc en adénosine 5’-
monophosphate. Aussi, la signalisation intracellulaire en aval du récepteur ne peut 
pas être affecter par la désensibilisation du DOR, car les facteurs modulateurs dans 
la voie de signalisation sont indépendants de l’interaction récepteur-ligand (174). 
Ainsi, cette première partie de notre étude indique que la durée de la réponse 
analgésique aiguë induite par les opioïdes peut être reliée à l’efficacité intrinsèque de 
la drogue, c’est-à-dire que les agonistes qui sont plus efficaces à évoquer l’activation 
de la protéine G sont ceux qui produisent un déclin plus rapide de l’inhibition de 
l’AMPc.  
 
Plusieurs auteurs proposent que la séquestration du MOR ou du DOR 
détermine la durée de la réponse analgésique (55, 104, 106). Par conséquent, nous 
avons voulu établir la relation qui existe entre le profil d’internalisation pour les 
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différents ligands du DOR par rapport à leur durée d’inhibition de l’AMPc durant les 
15 minutes de stimulation. Tout d’abord, l’efficacité de séquestration du DOR, 
déterminée par le coefficient de transduction (log Tau/KA), ne permet pas de prédire 
la baisse d’inhibition de l’AMPc pour les différents ligands du DOR. En effet, les 
ligands qui n’induisent pas l’internalisation du DOR, incluant la morphine, le SB 
235863 et le mcpTIPP, n’ont pas généré de courbes dose-réponse, ce qui nous a 
empêché d’évaluer l’efficacité de séquestration pour ces drogues. Toutefois, d’autres 
observations nous indiquent que le profil d’internalisation du DOR permet de prédire 
l’évolution de la réponse de l’AMPc durant une courte période. En effet, les ligands 
qui induisent l’internalisation du DOR affichent un déclin de la réponse inhibitrice plus 
prononcé que les ligands qui n’induisent pas l’internalisation du DOR. Des études in 
vitro suggèrent que l’endocytose du MOR ou DOR joue un rôle dans la baisse de 
signalisation par les récepteurs (165, 173, 186). En effet, nos observations sont 
conformes aux résultats trouvés dans la littérature lorsque nous comparons deux 
agonistes qui sont très étudiés comme le DPDPE et la morphine. Par exemple, une 
stimulation à la morphine de courte durée n’a pas entraîné de désensibilisation ou 
d’internalisation du DOR (165, 186) ou du MOR (89, 105, 165, 187). Enfin, un 
agoniste complet hautement sélectif pour le DOR, comme  le DPDPE, qui induit une 
désensibilisation du récepteur par la phosphorylation des kinases dépendantes du 
récepteur couplé aux protéines G (GRK) (178) et qui induit l’internalisation du DOR 
(186) indique que ces deux étapes, la phosphorylation suivie de l’internalisation, sont 
reliées entre elles. Ainsi, nos résultats indiquent que le profil d’endocytose du ROD 
détermine la durée de la réponse de l’AMPc aiguë. Étant donné que le SB 235863 
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(agoniste qui n’induit pas l’internalisation du DOR) maintient une inhibition de l’AMPc 
stable  durant les 15 minutes de stimulation et à l’inverse pour le DPDPE (agoniste 
qui induit l’internalisation du DOR) la réponse inhibitrice de l’AMPc se décompose au 
fil du temps. Il reste à déterminer par des études in vivo si le profil d’endocytose des 
ligands du DOR sont plus enclins à la tolérance que les agonistes qui n’induisent pas 
l’internalisation du DOR.  
 
Pour caractériser davantage la relation qui existe entre l’endocytose et le 
déclin rapide de la réponse à l’AMPc pour les différents ligands, nous avons voulu 
déterminer si le blocage de l’internalisation du récepteur pourrait modifier l’inhibition 
de la production de l’AMPc. La séquestration du DOR a été inhibée par le dynasore, 
une molécule qui inhibe l’activité GTPase de la dynamine. La dynamine est 
responsable de la scission des vésicules tapissées de clathrine à la surface de la 
membrane plasmique (166, 168). Un dominant négatif de la β-arrestine, qui interfère 
avec la β-arrestine endogène et bloque l’internalisation, a aussi été utilisé comme 
contrôle positif (169). L’inhibition de la séquestration du DOR confirme nos 
observations que le taux d’endocytose du récepteur permet de prédire l’évolution de 
la réponse à l’AMPc durant les 15 premières minutes de stimulation avec un ligand. 
En effet, le blocage de l’internalisation du DOR favorise l’inhibition prolongée de 
l’AMPc et engendre une augmentation de 50 % dans la réponse à l’AMPc. À 
l’inverse, les ligands qui n’induisent pas l’internalisation du DOR (ex : la morphine ou 
le SB 235863) sont insensibles au dynasore et au dominant négatif de la β-arrestine 
et n’affichent aucun changement dans la réponse à l’AMPc par rapport au contrôle 
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sans prétraitement. Ces résultats s’avèrent intéressants puisqu’ils confirment notre 
hypothèse que le profil d’endocytose du DOR permet de prédire le déclin de la 
réponse inhibitrice durant les 15 premières minutes de stimulation. En effet, cette 
étude montre que l’endocytose est un déterminant de la durée et de l’amplitude de la 
réponse de l’AMPc induit par les agonistes opioïdes delta. Il est important de noter 
que plusieurs auteurs proposent que le profil d’endocytose des ligands du DOR est 
associé avec la capacité de promouvoir la tolérance (55), ou bien que l’absence de 
l’internalisation du MOR pourrait mener à la tolérance (143). Toutefois il serait 
intéressant d’interférer avec l’endocytose du récepteur afin de prouver ces 
hypothèses. 
 
Finalement, nous avons étudié le rôle de l’internalisation du récepteur en lien 
avec la durée de signalisation à long terme. Pour ce faire, nous avons choisi une 
durée de 30, 60 et 120 minutes étant donné que la deltorphine II, la met-enképhaline, 
le DPDPE et le SNC-80 atteignent leur maximum d’internalisation du DOR au bout de 
deux heures alors que la morphine et le SB 235863  n’induisent pas l’internalisation 
du DOR. Selon nos observations, la morphine inhibe l’AMPc durant 60 minutes, ce 
qui est attendu puisque la morphine n’entraîne pas la phosphorylation du DOR et le 
recrutement de la β-arrestine 2 (178) et que ces deux étapes jouent un rôle dans la 
désensibilisation du récepteur. Dans ce même contexte, les ligands (DPDPE ou 
deltorphine II) qui induisent le maximum d’internalisation après 60 minutes devraient 
théoriquement induire une perte du signal par la désensibilisation et l’internalisation 
du DOR. Cependant, selon nos observations, le DPDPE et la deltorphine II 
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produisent un niveau d’inhibition de l’AMPc similaire à celui de la morphine. De plus, 
nos résultats d’immunofluorescence montrent la distribution subcellulaire du DOR, 
démontrant  que le DOR s’accumule dans le cytoplasme durant la période de 120 
minutes pour certains ligands incluant la deltorphine II, la met-enképhaline et le 
DPDPE. Une explication possible est que les ligands qui induisent l’internalisation du 
DOR produisent une inhibition prolongée de l’AMPc via la signalisation intracellulaire. 
En effet, une étude in vivo indique que le récepteur TSH (Thyroid-stimulating 
hormone) activé continue de signaler dans les compartiments intracellulaires tels que 
les endosomes, en association avec la protéine G stimulatrice (Gαs) et l’AC III (181). 
Les résultats de ce papier ont mis en évidence que la production de l’AMPc par les 
RCPG peut avoir lieu à la fois à la surface cellulaire et à partir des sites 
intracellulaires (181). Une autre étude intéressante, qui est en accord avec nos 
données, a aussi démontré que l’activation du récepteur β2-adrénergique par 
l’isoprénaline favorise l’activation du RCPG à la membrane plasmique et, également 
au niveau des endosomes (182), ce qui signifie que l’endocytose du récepteurs β2-
adrénergique contribue aussi à la signalisation intracellulaire. Bref, nos résultats 
démontrent que le profil d’internalisation ne permet pas de prédire la réponse 
persistante à l’AMPc, contrairement aux résultats obtenus durant les 15 premières 
minutes de stimulation. Il serait intéressant d’étudier les mécanismes qui sont reliés à 
la signalisation suite à l’activation du DOR par les opioïdes, pour comprendre 
davantage la tolérance analgésique puisqu’une étude in vitro, réalisée par Zhao, a 
démontré que la suractivation de l’AC n’est pas prédite par l’internalisation du MOR, 
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mais plutôt par la localisation du MOR dans les radeaux lipidiques du calvéole au 
niveau intracellulaire (188).  
 
Conclusion et perspectives 
Dans ce travail, nous avons démontré que la capacité d’un ligand à entraîner 
l’activation de la protéine G inhibitrice est un bon indicateur de l’évolution temporelle 
de l’inhibition de l’AMPc à court terme par différents agonistes du DOR. De plus, nos 
résultats mettent en évidence le fait que le profil d’internalisation d’un ligand influence 
la durée d’inhibition de l’AMPc à court terme (15 premières minutes de stimulation), 
alors que le profil d’endocytose ne permet pas de prédire le profil cinétique de la 
réponse à l’AMPc pour différents ligands du DOR sur une période prolongée (30, 60 
et 120 premières minutes de stimulation). Néanmoins, il serait intéressant de réaliser 
cette étude dans des cultures primaires de neurones (ex : le cortex préfrontal et/ou 
dans le ganglion de la racine dorsale). En effet, les membres de notre laboratoire ont 
déjà démontré que les ligands du DOR ont un profil d’endocytose qui est différents 
dans les cellules HEK en comparaison avec les cellules neuronales et, par 
conséquent, ce profil différentiel d’endocytose pourrait influencer l’évolution de 
réponse à l’AMPc dans les cellules neuronales (169). L’étude de la réponse de 
l’AMPc dans les neurones commence à peine à être mise en œuvre. Il reste à 
déterminer si l’endocytose pouvait influencer la durée de la réponse analgésique 
dans des cultures primaires de neurones afin d’avoir une meilleure compréhension de 
la tolérance aux analgésiques. Afin de répondre à cette question, nous utilisons des 
lentivirus recombinant exprimant EPAC et le DOR, afin d’évaluer la modulation de 
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l’inhibition de l’AMPc par différents opioïdes dans les neurones du cortex préfrontale. 
D’autre part, les ligands (ex : SNC-80) qui induisent l’endocytose du DOR sont plus 
enclins à la tolérance que les ligands (ex : ARM390) qui n’induisent pas la 
séquestration du DOR (55). Quant au MOR, les ligands (ex : la morphine) qui 
n’induisent pas l’internalisation du MOR provoquent une signalisation maintenue à la 
surface cellulaire et l’activation soutenue du MOR entraîne des changements 
adaptatifs au niveau cellulaire qui est un mécanisme associé à la tolérance 
analgésique (106, 143). Il serait intéressant de mesurer la tolérance aiguë et 
chronique pour les différents opioïdes du ROD dans les modèles animales en douleur 
neuropathique et, en parallèle, de bloquer l’endocytose du ROD in vivo par une 
injection intrathécale afin de prouver que l’internalisation joue un rôle critique dans le 
développement de la tolérance aux opioïdes. Il n’y a pas de publications prouvant 
l’existence de molécules qui pourraient être utilisées afin d’induire une inhibition de la 
séquestration du DOR dans les souris. Nous pourrions tester soit avec le Dynasore 
ou le Pitstop, ces deux molécules ayant un effet inhibiteur dans la séquestration du 
DOR dans les cellules en culture. Ils ont été testés dans les cultures de neurones du 
cortex préfrontal par notre laboratoire. Ces deux molécules peuvent être testées dans 
les souris durant une courte période afin de bloquer l’internalisation du DOR et nous 
devrions nous assurer que le Dynasore et/ou le Pitstop ne produisent pas d’effets 
indésirables. La tolérance aiguë aux opioïdes sera mesurée par l’allodynie 
mécanique (par des filaments de Von Frey) deux heures après injection de la drogue 
± dynasore ou de la saline ± dynasore. La tolérance chronique peut être évaluée en 
mesurant l’effet de la drogue chez les souris préalablement traitées avec cinq 
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injections consécutives (une injection toutes les 12 heures) de solution saline ± 
dynasore ou de drogue ± dynasore. L’allodynie mécanique qui permet d’évaluer le 
seuil de la douleur et la tolérance sera menée exactement 12 h après la cinquième 
injection (54). Bref, pour avoir une meilleure compréhension des changements 
adaptatifs au niveau cellulaire qui s’opposent aux effets induits par l’activation 
soutenue du récepteur, il serait intéressant de démontrer le rôle de l’endocytose en 
tant que déterminant de la durée de l’analgésie exposée de façon aiguë et chronique 
avec les différents opioïdes dans des cultures primaires de neurones et dans des 
modèles animaux. 
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